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Akt: Proteína quinasa B 
AMPc: Adenosina monofosfato cíclico 
AP-1: Proteína activadora 1 
ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 
ATP: Adenosina trifosfato o trifosfato de adenosina 
Bad: Proteína proapoptótica perteneciente a la subfamilia BH3 (promotor de muerte 
asociado a Bcl-2) 
Bcl-2: familia de proteinas reguladoras de la muerte celular. Su nombre deriva del linfoma 
de celulas B2 
CCK: Colecistoquinina 
cIAP: inhibitor de apoptosis celular  
CREB: Proteína de unión a los elementos de respuesta a AMP cíclico 
DPP-IV/CD26: Dipeptidil-peptidasa IV 
EGF: Factor de crecimiento epidérmico 
eNOS: Óxido nítrico sintasa endotelial  
ErbB: Familia de proteínas receptores con actividad tirosina-quinasa estructuralmente 
relacionados con el receptor de EGF  
ERK 1/2: Quinasas tipos 1/2 reguladas por señales extracelulares  
GCG: Gen del preproglucagón 
GH: Hormona de crecimiento 
GIP: Polipéptido inhibidor gástrico, polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa 
GK: Glucoquinasa 
GLPs: Péptidos semejantes al glucagón 
GLP-1: Péptido semejante al glucagón 1 
GLP-2: Péptido semejante al glucagón 2 
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GLP-2 (1-33): GLP-2 intacto, biológicamente activo 
GLP-2 (3-33): GLP-2 truncado, biológicamente inactivo 
[Gly2]GLP-2: Análogo de GLP-2 resistente a la acción de DPP-IV 
GLP-2R: Receptor de GLP-2 
GLPRs: Receptores de péptidos semejantes al glucagón 
GMPc: Guanosina monofosfato cíclico 
GPCR: Receptor acoplado a proteínas G 
GRPP: Péptido pancreático relacionado con la glicentina 
GSK-3β: Glucógeno sintasa quinasa 3β 
Gαi/o: Subunidad de las proteínas G que inhibe la adenilato ciclasa  
Gαs: Subunidad de las proteínas G que activa la adenilato ciclasa  
HeLa: Línea celular procedente de un tumor humano  
IFN-y: Interferón gamma 
IGFs: Factores de crecimiento semejantes a la insulina  
IGF-1: Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1  
IGF-2: Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 2 
IGF-1R: Receptor del factor de crecimiento semejante a la insulina tipo-1 
KFG: Factor de crecimiento de los queratinocitos 
MAPK: Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MPGF: Fragmento mayor del proglucagón  
mTOR: Diana de la rapamicina de mamíferos 
NO: Óxido nítrico 
PC: Proconvertasas de hormonas  
PI3K: Fosfatidilinositol-3-quinasa 
PKA: Proteína quinasa AMP cíclico dependiente 
Abreviaturas 
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POMC: Proopiomelanocortina  
Ras: Proteínas G monoméricas con actividad GTP hidrolasa (GTPasa)  
RMID: Resección mayor del intestino delgado 
SEMFS: Miofibroblastos subepiteliales 
SGLT: Cotransportadores de sodio-glucosa 
SIC: Síndrome del intestino corto  
SNC: Sistema nervioso central 
s-CTX: Telopéptido C-terminal procedente de la degradación del colágeno tipo-1  
TNF-α: Factor de necrosis tumoral tipo α 
TLRs: receptores semejantes a Toll 
VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular 
VIP: Péptido intestinal vasoactivo 
Wnt: Proteínas señalizadoras 
XIAP: Inhibidor ligado a X de la proteína de la apoptosis 
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Introducción: El GLP-2 es un péptido derivado del diferente procesamiento 
postraduccional del proglucagón que tiene lugar en intestino y cerebro, en donde ejerce sus 
efectos biológicos. En el intestino actúa como un factor trófico. En el hipotálamo parece 
mostrar un efecto anorexigénico y en los astrocitos en cultivo favorece la proliferación. 
 La insulina se sintetiza en las células β-pancreáticas y posiblemente también en 
sistema nervioso central. Es la hormona anabólica por excelencia en los tejidos periféricos, 
siendo mucho menos conocida sus funciones en el cerebro. Tanto la insulina como el GLP-2 
actúan a través de sus receptores presentes en ciertas regiones del cerebro. 
Hoy se asume que los astrocitos desempeñan un papel fundamental en las distintas funciones 
del sistema nervioso central, incluyendo la captura y metabolismo de la glucosa en el cerebro. 
 La hipótesis de este trabajo es que la glucosa actúa como un regulador fundamental 
de la proliferación de los astrocitos y por tanto influir en alguna de las diversas vías de 
señalización implicadas en este proceso.  
Puesto que las acciones de la insulina a nivel central son menos conocidas que en 
los tejidos periféricos, el objetivo principal de este trabajo fue estudiar la interdependencia 
de la glucosa, el GLP-2 y la insulina en la proliferación de estas células y las posibles vías de 
señalización implicadas. 
Objetivos específicos: 
 Efecto de la glucosa y del GLP-2 sobre la proliferación de los astrocitos. Regulación 
de la expresión del receptor de GLP-2. 
 Efecto de la glucosa, el GLP-2 y la insulina sobre: 
 La expresión de marcadores de proliferación y diferenciación y de proteínas 
implicadas en la transducción de señales intracelulares. 
 La expresión de proteínas implicadas en el metabolismo de glícidos y lípidos. 
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 La expresión de las subunidades de la guanilato ciclasa soluble.  
Material y métodos: Se utilizaron cultivos de astrocitos procedentes de corteza 
cerebral de neonatos de rata, caracterizados mediante técnicas de inmunocitoquímica. Las 
células fueron estimuladas durante diferentes tiempos con GLP-2, insulina y otros factores 
en presencia de medios conteniendo distintas concentraciones de glucosa. Dependiendo del 
experimento concreto se realizaron pruebas de incorporación de [3H]timidina, tinción con 
cristal violeta y valoración del AMPc intracelular. Además, se utilizaron técnicas de 
inmunotransferencia y de PCR a tiempo real para conocer la expresión de diversos genes a 
nivel de proteína y de ARN mensajero. 
Resultados y discusión: Nuestros resultados mostraron que la glucosa induce la 
proliferación de los astrocitos de rata en cultivo y que esta fue potenciada por la acción del 
GLP-2 (a través de su propio receptor) a elevadas concentraciones de glucosa. Además, la 
expresión del GLP-2R fue regulada por la glucosa entre otros factores. 
También se estudió la expresión de proteínas implicadas en la proliferación y 
diferenciación celulares (pKi 67, c-Fos y GFAP). En nuestras condiciones, los niveles de 
expresión fueron dependientes de la concentración de glucosa y/o del tiempo de incubación. 
También se estudiaron los efectos sobre la expresión de factores de transcripción, 
coactivadores y sensores metabólicos. Así se observó que, la expresión de SREBP-1c, PGC-
1α y AMPK fueron dependientes de glucosa. 
En este trabajo se muestra que el sistema GLUT2/GK (descrito en hipotálamo) se 
expresa también en la corteza cerebral y es regulado por GLP-2, insulina y glucosa.  
El siguiente objetivo fue estudiar si la expresión/activación de varios mediadores 
involucrados en la señal de transducción de la insulina podían alterarse por la glucosa o el 
GLP-2. Puesto que el GLP-2 bloqueó la activación del IRS-1 (inhibición de la fosforilación 
en tirosina), un mediador de la señal de la insulina, indica claramente que éste péptido no 
Resumen 
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inicia su señal a través de este mediador, aunque ambas vías puedan converger 
posteriormente a nivel de la PI3K o de las ERK1/2. 
Por último, se estudió la influencia de la glucosa, el GLP-2 y la insulina sobre la 
expresión y la localización de las subunidades α1, α2 y β1 de la GCs. Nuestros resultados 
indican un aumento dosis-dependiente de la concentración de glucosa de la expresión de las 
tres subunidades. En general, la insulina estimuló la expresión de los ARNm de las tres 
subunidades, mientras que el GLP-2 tuvo un efecto inhibidor. Asimismo, ambos péptidos 
regularon la localización celular de las subunidades α1 y β1. La presencia del GLP-2 bloqueó 
el potente efecto producido por la insulina sobre la expresión de los ARNm de las tres 
subunidades y de la proteína total de las subunidades α1 y β1. Además, el GLP-2 disminuyó 
la cantidad de proteína presente en el citosol, inducida por la insulina a las 24 horas.  
Conclusiones:  
 El efecto mitogénico realizado por GLP-2 sobre los astrocitos tiene lugar a través de 
su propio receptor y es dependiente de la concentración de glucosa. 
 La glucosa promueve la proliferación de los astrocitos y regula la expresión del GLP-
2R. 
 La glucosa regula la expresión de sensores metabólicos (AMPK), de factores 
(SREBP-1c) y coactivadores (PCG1α) de la transcripción.  
 Los astrocitos de la corteza cerebral de rata expresan el sistema sensor de glucosa 
GLUT-2/GK y en su regulación intervienen la glucosa, el GLP-2 y la insulina. 
 La glucosa regula la expresión/actividad de varias proteínas implicadas en la 
transducción de señales generadas por insulina y otros ligandos (IRS-1, PI3K, Akt, 
GSK3, mTOR, p70s6K, ERK1/2), así como la expresión de las proteínas que 
conforman la GCs. 
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 En términos generales, la expresión/activación de las proteínas que intervienen en las 
señales iniciadas por el GLP-2 y por la insulina en los astrocitos son dependientes de 
la concentración de glucosa.  
 Los efectos biológicos del GLP-2 no están mediados por la activación del IRS-1, 
aunque comparten algunos componentes de la señal de la insulina.  
 La insulina y el GLP-2 regulan la expresión de las subunidades componentes de la 
GCs siendo más marcado el efecto producido por la insulina. Ambos péptidos regulan 
además su localización celular. La presencia del GLP-2 bloqueó el potente efecto 
producido por la insulina sobre los componentes de la GCs. 
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Introduction: GLP-2 is a peptide derived from the different post-translational 
processing of proglucagon that takes place in intestine and brain where it exerts its biological 
effects. In the gut, GLP-2 acts as a trophic factor. In the hypothalamus it seems to show an 
anorexigenic effect and in cultured astrocytes it stimulates the proliferation. 
Insulin is synthesized in pancreatic β-cells and possibly also in the central nervous 
system. It is the anabolic hormone by excellence in the peripheral tissues, being much less 
known its functions in the brain. Both insulin and GLP-2 act through their own receptors 
which are present in certain regions of the brain. 
Nowadays, it is assumed that astrocytes play a fundamental role in the distinct functions 
of the central nervous system, including the capture and metabolism of glucose in brain. 
The hypothesis of this work is that glucose acts as an essential regulator of the proliferation 
of astrocytes and therefore can modulate one of the various signaling pathways involved in 
this process. 
Since the actions of insulin at the central level are less known than in peripheral tissues, the 
main objective of this work was to study the interdependence of glucose, GLP-2 and insulin 
on astrocyte proliferation and the pathways of signaling involved. 
Specific objectives: 
 The effect of glucose and GLP-2 on the proliferation of astrocytes. Regulation of 
GLP-2 receptor expression. 
 The effect of glucose, GLP-2 and insulin on: 
 The expression of proliferation and differentiation markers and proteins 
involved in intracellular signal transduction. 
 The expression of proteins involved in sugars and lipids metabolism. 
 The expression of the soluble guanylate cyclase subunits. 
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Material and methods: Astrocyte cultures from the cerebral cortex of newborn rat 
were used, and characterized by immunocytochemistry techniques. These cells were 
stimulated during different times with GLP-2, insulin and other factors in the presence of 
different media containing concentrations of glucose. Depending on the specific experiment, 
[3H]thymidine incorporation tests, crystal violet staining and intracellular cAMP 
measurements were performed. In addition, western blotting and real-time PCR techniques 
were used to determine the expression of various genes at the protein and messenger RNA 
levels. 
Results and discussion: Our results showed that glucose induces the proliferation of 
cultured rat astrocytes and that this proliferation was enhanced by the action of GLP-2 
(through its own receptor) at high glucose concentrations. In addition, the expression of GLP-
2R was regulated by glucose among other factors. 
We also studied the expression of proteins involved in cell proliferation and 
differentiation (pKi 67, c-Fos and GFAP). Under our conditions, the expression levels were 
dependent on the glucose concentration and/or the incubation time. 
The effects on the expression of transcription factors, coactivators and metabolic 
sensors were also studied. Thus it was observed that, the expression of SREBP-1c, PGC-1α 
and AMPK were glucose dependent. 
In this work, it is shown that the GLUT2/GK system (described in the hypothalamus) 
is also expressed in the cerebral cortex and is also regulated by GLP-2, insulin and glucose. 
The next objective was to study whether the expression/activation of several 
mediators involved in the insulin signal transduction could be altered by glucose or GLP-2. 
Since GLP-2 blocked the activation of IRS-1 (inhibition of the tyrosine phosphorylation), a 
mediator of the insulin signal, it clearly indicates that this peptide does not initiate its signal 
Summary 
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through this mediator, although both pathways may converge subsequently at the level of the 
PI3K or the ERK1/2. 
Finally, the influence of glucose, GLP-2 and insulin on the expression and 
localization of subunits α1, α2 and β1 of GCs was studied. Our results indicate a dose-
dependent increase of the expression of the three subunits respect to glucose concentration. 
In general, insulin stimulated the expression of the mRNAs of the three subunits, while GLP-
2 had an inhibitory effect. Also, both peptides regulated the cellular localization of the α1 
and β1 subunits. The presence of GLP-2 blocked the potent effect produced by insulin on the 
expression of the mRNAs of the three subunits and the total protein of the α1 and β1 subunits. 
In addition, GLP-2 decreased the amount of protein present in the cytosol, induced by insulin 
at 24 hours. 
Conclusions: 
 The mitogenic effect induced by GLP-2 on astrocytes takes place through its 
own receptor and is dependent on the glucose concentration. 
 Glucose promotes the proliferation of astrocytes and regulates the expression 
of GLP-2R. 
 Glucose regulates the expression of metabolic sensors (AMPK), factors 
(SREBP-1c) and coactivators (PCG1α) of the transcription. 
 Rat cerebral cortex astrocytes express the GLUT-2/GK glucose sensor system 
and glucose, GLP-2 and insulin are involved in its regulation. 
 Glucose regulates the expression/activity of several proteins involved in the 
transduction of signals generated by insulin and other ligands (IRS-1, PI3K, 
Akt, GSK3, mTOR, p70s6K, ERK1/2), as well as the expression of the GCs 
subunits.  
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 In general, the expression/activation of the proteins involved in GLP-2R and 
IR signal transduction pathways in astrocytes are dependent on the glucose 
concentration. 
 The biological effects of GLP-2 are not mediated by the activation of IRS-1, 
although they share some components of the insulin signal. 
 Insulin and GLP-2 regulate the expression of the GCs subunits, being the 
effect produced by insulin more marked. Both peptides also regulate their 
cellular localization. The presence of GLP-2 blocked the potent effect 
produced by insulin on the components of the GCs. 
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EL GEN DEL PROGLUCAGÓN: LOCALIZACIÓN, ESTRUCTURA Y 
PROCESAMIENTO POSTRADUCCIONAL 
En humanos, el gen del proglucagón se localiza en el brazo largo del cromosoma 2 
(2q36-q37). Consta de seis exones que codifican distintos dominios peptídicos; los exones 
3, 4 y 5 codifican para el glucagón, el GLP-1 y el GLP-2 (péptidos semejantes al glucagón), 
respectivamente. A diferencia de lo que ha sido descrito en reptiles, peces y aves, en 
mamíferos, la estructura del ARNm transcrito es idéntica en el páncreas (células alfa de los 
islotes de Langerhans), en los intestinos delgado y grueso (células L entero-endocrinas 
presentes en el yeyuno distal, el íleon y el colon), y en el cerebro (neuronas del tronco 
cerebral caudal e hipotálamo)1,2,3. 
La traducción del único ARNm da lugar al preproglucagón, una cadena de 180 
aminoácidos, que contiene, además de las secuencias del glucagón y de los péptidos 
relacionados con el glucagón, las de la glicentina y la oxintomodulina. Una vez eliminado 
el péptido señal, la producción y secreción de las diversas hormonas es tejido-específica, 
debido al procesamiento postraduccional alternativo del gen del proglucagón. Así, como se 
muestra en la figura 1, en las células alfa pancreáticas, la acción de la prohormona 
convertasa-2 (PC-2) da lugar al glucagón, al péptido pancreático relacionado con la 
glicentina (GRPP), al péptido intermedio-1 (IP-1), y al fragmento mayor del proglucagón 
(MPGF) que contiene las secuencias del GLP-1 y del GLP-2. Salvo el glucagón, que 
también es liberado por las células A del estómago4,5, y que juega un papel bien definido en 
la homeostasis de la glucosa en suero, los otros péptidos no tienen función fisiológica 
reconocida. Por otra parte, la acción de las PC-1 y 3 sobre el proglucagón en las células L 
intestinales origina GLP-1, GLP-2, oxintomodulina, IP-2 y glicentina. Asimismo, mediante 
un procesado del proglucagón similar al de las células L intestinales, el GLP-2 también es 
sintetizado en el tronco del cerebro6; desde allí se transportará a regiones distales del sistema 
nervioso central (SNC), donde ejercerá sus acciones específicas7. 
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1.1. Regulación de la expresión del gen del proglucagón y de la 
secreción de GLP-2  
Se han descrito varios factores de transcripción implicados en el reconocimiento de 
la secuencia promotora del gen del proglucagón en las células α de los islotes pancreáticos 
y en las células L enteroendocrinas8. Uno de ellos, el ISL1, se expresa en todas las células 
de los islotes pancreáticos y también regula la transcripción de los genes que codifican para 
la insulina y la somatoestatina. El control de la actividad de este gen se realiza a traves de 
diversas vías de señalización, iniciadas por el péptido liberador de gastrina, insulina/IGF-1 
o Wnt8. Sin embargo, el mecanismo molecular de la expresión del gen del proglucagón en 
el cerebro es poco conocido2. 
Figura 1.  Procesamiento postraduccional del preproglucagón. PS: 
péptido señal; GRPP: péptido pancreático relacionado con la glicentina; IP-1 e IP-
2: péptidos intermedios 1 y 2, respectivamente; MPGF: fragmento mayor del 
proglucagón. 
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21 
 
La expresión intestinal del gen del proglucagón, y por tanto de la síntesis y la 
secreción de GLP-2, es inducida por nutrientes, especialmente carbohidratos y lípidos, entre 
los que hay que destacar los ácidos grasos volátiles de cadena corta, productos del 
metabolismo microbiano9,10, pero también de algunos aminoácidos. Aunque una producción 
basal de proglucagón se produce incluso en situaciones de ayuno7, los niveles plasmáticos 
de GLP-2 se elevan rápidamente después de la re-alimentación11. Se considera que la 
secreción y los niveles plasmáticos de GLP-2 tienen un claro comportamiento bifásico, 
regulado por la dieta. Un primer pico aparece rápidamente (entre 15 y 30 minutos después 
del consumo de alimentos) en respuesta a la participación de circuitos neuronales y 
endocrinos en el duodeno. El segundo pico, que sucede unos 60 minutos después de la 
primera liberación, aparece en respuesta al contacto directo de los nutrientes con las células 
L intestinales7, como ha sido demostrado al comparar la concentración plasmática de GLP-
2 de pacientes sometidos a un test de tolerancia oral a la glucosa con la de aquellos a los que 
la administración de glucosa fue por vía intravenosa12, lo que parece ser debido a que las 
células intestinales contienen receptores sensibles a diferentes tipos de nutrientes, 
incluyendo los receptores de los sabores umami y dulce, el receptor de ácidos biliares y los 
receptores de ácidos grasos libres9,13. En relación a esto, se ha descrito en terneras 
alimentadas con leche suplementada con aceite de oliva, que las moléculas bioactivas que 
contiene parecen ser las responsables de la liberación de GLP-2, lo que ha sido corroborado 
en estudios in vitro con células enteroendocrinas en cultivo14. Estos resultados pueden dar 
aun mayor interés a los estudios sobre la dieta mediterránea. 
La secreción de GLP-2 está incrementada en determinadas situaciones patológicas 
del intestino, tales como el síndrome de intestino corto, la derivación gástrica o la 
enfermedad inflamatoria intestinal15, y también en pacientes sometidos a cirugía bariática 
(diversión bileopancreática) para tratar la obesidad mórbida o la enfermedad de 
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Crohn16,17,18, pero sus niveles postprandiales fueron significativamente menores en 
pacientes no diabéticos con obesidad mórbida y en diabéticos tipo 2 que en los individuos 
control19. Menores niveles plasmáticos de GLP-2 en ayunas y después de la realimentación 
también han sido descritos en caballos con alteraciones en la respuesta a la insulina20. 
1.2. Estructura y metabolismo del GLP-2. Análogos del GLP-2 
El péptido-2 relacionado con el glucagón (GLP-2) es una hormona peptídica de 33 
aminoácidos, representado como GLP-2 (1-33), es cosecretada con el GLP-1 tras la ingesta 
de alimentos. El GLP-1 ejerce su efecto principal sobre las células endocrinas del páncreas, 
mientras que el GLP-2 actúa principalmente sobre el intestino delgado proximal. 
La vida media en sangre de este péptido es de unos 7-8 minutos, debido a que es 
sustrato de la dipeptidil peptidasa-IV (DPP-IV), una serina proteasa ampliamente 
distribuida, pero especialmente abundante en los riñones, en el hígado y en el borde en 
cepillo de los enterocitos1,21, por lo que posíblemente afecte a la función del GLP-2 antes 
de que se incorpore a la circulación22. La DPP-IV hidroliza el enlace peptídico entre la 
alanina-2 (o prolina) y cualquier otro aminoácido; al actuar sobre el GLP-2 (1-33), libera el 
dipéptido histidina-alanina y el GLP-2 (3-33), que es finalmente eliminado por aclaramiento 
renal. El GLP-2 (3-33), aunque ha mostrado ser un producto metabólico inactivo in vivo, 
puede actuar como un agonista potencial del GLP-2R con efectos antagonistas2,23,24. 
Para incrementar los efectos terapéuticos del GLP-2 se han empleado inhibidores de 
la DPP-IV y también análogos del GLP-2 resistentes a la acción de la dipeptidasa25. Entre 
los inhibidores se encuentran un análogo de la endorfina-2 (Tyr-Pro-D-ClPhe-Phe-NH2 
/EMDB-1) que, además de incrementar la vida media del GLP-2 in vitro, atenúa la colitis 
inducida por TNBS (ácido 2,4,6-Trinitrobenceno sulfónico) y por DSS (dextrano sulfato 
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sódico) en ratones26 y el MK-0626 (oralmente activo), que ha mostrado ser una opción 
viable en la adaptación intestinal en pacientes con el síndrome de intestino corto27. 
Puesto que la DPP-IV es muy específica, el cambio de la alanina o la prolina de la 
posición 2 del péptido por cualquier otro aminoácido origina un nuevo péptido resistente a 
la degradación potencialmente útil (figura2). Entre los análogos resistentes se encuentran, 
el [Gly2]-GLP-2 (teduglutide), el GLP-2{2} y el PEG-pGLP-2. El [Gly2]-GLP-2 cuya vida 
media en circulación es de 2-3 horas, se ha usado en el tratamiento de pacientes con la 
enfermedad de Crohn y de colitis ulcerosa, con el síndrome de intestino corto y fallo 
intestinal crónico25 a los que reduce el tiempo de dependencia de la alimentación 
parenteral28,29 y mejora la absorción de monosacáridos al aumentar el tiempo del tránsito 
intestinal y disminuir la diarrea30. No obstante, el uso del teduglutide está aún poco 
extendido debido al elevado coste material y humano que conlleva su tratamiento31,32. El 
GLP-2{2} es un análogo dimérico del GLP-2, recientemente purificado y caracterizado, que 
presenta efectos más potentes que los del teduglutide contra el daño intestinal inducido por 
radiación33. El PEG-pGLP-2, un derivado polietilenglicolado del GLP-2 porcino, cuya vida 
media es 16 veces superior a la de este, ha mostrado ser efectivo para aliviar el daño 
intestinal en ratones34 y en el tratamiento de ratas con colitis ulcerosa35. 
 
 
 
 
Figura 2. Comparación de las secuencias del GLP-2(1-33), del GLP-2(3-33) 
humano y de rata, y la de un análogo resistente a la DPP-IV de acción 
prolongada [Gly2]GLP-2(1-33). 
24 
 
2. EFECTOS BIOLÓGICOS DEL GLP-2 
2.1. Intestinales 
El GLP-2 actúa casi exclusivamente en el intestino, promoviendo la adaptación de 
la mucosa intestinal a la realimentación enteral, así como mejorando la susceptibilidad del 
intestino delgado a las lesiones de la mucosa y la funcionalidad de las células de Paneth en 
relación a la interacción entre el huésped y la microbiota intestinal (figura 3). Además, el 
GLP-2 inhibe la motilidad intestinal y, en consecuencia, el tiempo disponible para la 
digestión y la absorción de nutrientes es mayor. Estas acciones son ejercidas bajo las 
condiciones fisiológicas de desarrollo, lactancia o regeneración del epitelio7. 
 
 
 
 
La mayoría de los efectos biológicos por el tratamiento farmacológico con GLP-2 
también han sido descritos en el tracto gastrointestinal, en donde aumenta la proliferación 
de las células de las criptas y reduce la apoptosis del enterocito. El aumento de la altura y el 
Figura 3.  Esquema representativo de los efectos biológicos del GLP-2.  
Introducción 
25 
 
espesor de las vellosidades y de la profundidad de las criptas produce la expansión de la 
mucosa proabsortiva de los intestinos delgado y grueso y, en consecuencia, el incremento 
de la absorción de nutrientes7 (figura 3). La administración de GLP-2 también incrementa 
la producción de lipoproteínas ricas en triacilglicéridos37,38 y en humanos sanos, la secreción 
de quilomicrones es estimulada incluso 7 horas después de la comida, lo que implica a 
lípidos y apoB-48 previamente sintetizados y almacenados39. 
Por ello, se considera al GLP-2 como una hormona intestinotrópica que está 
involucrada en la hipertrofia e hiperplasia del epitelio40,41. También como un agente 
terapéutico potencialmente útil para el tratamiento de trastornos derivados de lesiones 
químicas, isquémicas y por radiación7,22,42,43 y para prevenir la enteropatía inducida por la 
terapia continuada con antiinflamatorios no esteroideos44,45. 
La infusión continuada de GLP-2 ayuda a mejorar la adaptación intestinal que tiene 
lugar (a nivel histológico y metabólico) con posterioridad a los procedimientos quirúrgicos, 
incluyendo la resección mayor del intestino delgado46,47. No obstante, la mayor 
complicación de la resección intestinal en humanos es el síndrome de intestino corto (SIC) 
y en estos pacientes, el tránsito intestinal no mejoró por el tratamiento prolongado con GLP-
248. 
Se ha descrito que el GLP-2 exógeno (administración IV o SC) y el endógeno 
(estimulada su secreción mediante una comida rica en hidratos de carbono y grasas)49 
producen un incremento del flujo sanguíneo en páncreas y en intestino proximal y también 
del volumen de sangre portal7, lo que, además de aumentar la absorción intestinal, favorece 
la proliferación celular. Asimismo, el GLP-2 revierte la atrofia intestinal asociada a la 
reducción del flujo sanguíneo2,50, resultando una herramienta útil en la cirugía del aparato 
digestivo y en los trastornos de la microcirculación intestinal51 y al estimular la secreción 
de bicarbonato duodenal, puede mejorar la salud y la longevidad de la mucosa gástrica13. 
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Por otra parte, mediante la inhibición de neuronas excitadoras y la estimulación de 
neuronas inhibidoras, el GLP-2 inhibe la secreción de ácido gástrico, incrementa el flujo 
vascular mesentérico y reduce la motilidad intestinal47. Asimismo, como la 
colecistoquinina, a través de reflejos vagales aferentes y de vías eferentes, el GLP-2 modula 
la homeostasis de la glucosa y las secreciones endocrinas intestinales7,52. 
En roedores normales y en modelos preclínicos de lesión intestinal, así como en 
pacientes con pancreatitis aguda, se ha demostrado que el GLP-2 disminuye la 
permeabilidad transcelular y paracelular del intestino y aumenta la función de la barrera 
intestinal, lo que da lugar a un mayor control del tránsito de líquidos e iones y también de 
macromoléculas7,21. Se ha observado que terneras en periodo de lactancia, cuya respuesta a 
la secreción de GLP-2 inducida por nutrientes es baja, presentan alteraciones en la 
permeabilidad intestinal tanto frente a macromoléculas como a bacterias patógenas14. En 
este sentido, el GLP-2 parece mejorar la inmunidad intestinal innata y adquirida y prevenir 
la translocación bacteriana causada por la nutrición parenteral total53, a la vez que mejora 
las alteraciones de la permeabilidad y la arquitectura intestinal, causadas por la progresiva 
restricción de alimentos54 y previene, pero no revierte, el incremento de la permeabilidad 
intestinal y la toxicidad inducidos por la administración del lipopolisacárido (LPS) 
bacteriano55. Estos efectos podrían ser debidos a la inhibición de la apoptosis o al 
alargamiento de las vellosidades causados por la acción proliferativa del GLP-2, lo que 
podría limitar el acceso físico de las macromoléculas a las regiones más profundas de las 
criptas cuyas uniones estrechas son más permeables que las situadas en otras zonas de las 
vellosidades56. 
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2.2. Extraintestinales 
Además de en el intestino, efectos del GLP-2 exógeno sobre otros órganos y tejidos 
también han sido descritos (Figura 3). 
En páncreas, el GLP-2, estimula la liberación de glucagón en el suero de ratas 
ayunadas y en estado postprandial posiblemente aumente también la secreción de glucagón 
en humanos57,58. 
En hueso, el GLP-2 disminuye la resorción y promueve el anabolismo 
indirectamente como consecuencia del incremento de la absorción de nutrientes; además, 
estimula la diferenciación e incrementa la longevidad de los osteoblastos59. En humanos, la 
inyección SC de GLP-2 disminuye la concentración sérica de s-CTX (Telopéptido C-
terminal procedente de la degradación del colágeno tipo-1, marcador de la resorción 
osteoclástica), sin afectar los niveles de s-osteocalcina (marcador de la formación de hueso). 
También se ha descrito el efecto beneficioso del tratamiento con GLP-2 sobre el aumento 
de la masa ósea y la densidad mineral en pacientes con SIC y con osteoporosis60,61,62. 
El uso de análogos del GLP-2 tiene efectos beneficiosos en el tratamiento de la 
aterosclerosis y de la enfermedad de hígado graso no alcohólica37. 
En la vesícula biliar de ratón, el GLP-2 induce la expresión de genes de respuesta 
inmediata y ejerce un efecto directo sobre su rellenado, incluso en presencia de 
colecistoquinina63. 
No obstante, el mayor número de estudios sobre los efectos extraintestinales del 
GLP-2 han sido dirigidos a determinar su papel en el SNC. 
En el hipocampo de rata, el GLP-2 redujo, sin afectar a la proliferación celular, el 
daño citotóxico inducido por el glutamato64. 
La administración intracerebroventricular de GLP-2 a roedores, y la consiguiente 
activación de los receptores hipotalámicos, produjo diversas acciones a nivel intestinal, 
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incluyendo una disminución de la ingesta de alimentos, de la motilidad intestinal y del 
vaciado gástrico65. Por el contrario, el bloqueo de las acciones del GLP-2 en ratones 
mediante la delección selectiva del gen del GLP-2R en las neuronas POMC 
(proopiomelanocortina) produjo hiperfagia, inicio retrasado de obesidad y un acelerado 
vaciado gástrico. Estas observaciones parecen sustentar la hipótesis de que el GLP-2 puede 
tener un papel en la regulación de la ingesta alimentaria y del peso corporal52.  
Aunque el GLP-2 no tiene efectos directos sobre la secreción de insulina66, estudios 
recientes indican que la activación de los GLP-2R de las neuronas POMC hipotalámicas 
parece estar implicada en el control del metabolismo de la glucosa, ya que la administración 
intracerebroventricular de GLP-2 en ratones mejoró la tolerancia a la glucosa, la sensibilidad 
a la insulina y suprimió la producción hepática de glucosa. Además, la eliminación selectiva 
del GLP-2R disminuyó la tolerancia postprandial y aumentó la resistencia hepática a la 
insulina67. Actualmente se considera que el GLP-2 tiene efectos beneficiosos sobre el 
metabolismo de la glucosa, confirmado por la diferente respuesta obtenida en ratones 
alimentados con dietas ricas en grasa tratados con GLP-2 (3-33) o con teduglutide9. 
Finalmente, se ha descrito que la inyección de GLP-2 a ratones con demencia 
vascular mejoró significativamente la capacidad de aprendizaje y de memoria68 y que su 
administración bien por vía intracerebroventricular69 o intranasal70 produjo efectos 
antidepresivos en ratas. Tales resultados abren un nuevo camino para el uso del GLP-2 en 
pacientes con trastornos de conducta y/o aprendizaje que podrían tener especial relevancia 
en el futuro. 
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2.3. El receptor de GLP-2 (GLP-2R) 
2.3.1. Estructura y localización subcelular del GLP-2R 
Las acciones biológicas del GLP-2 están mediadas por un receptor (GLP-2R), cuyo 
gen humano está localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13.3) y codifica una 
proteína de 553 aminoácidos7,50. La expresión del ARNm/GLP-2R ha sido extensamente 
estudiada en el tracto digestivo del ratón, siendo elevada su concentración en las capas 
musculares circular y longitudinal del estómago no glandular y poco abundante en la parte 
glandular. En el duodeno, la expresión fue elevada en la lámina propia de la mucosa y en 
las capas musculares circular y longitudinal, menos abundante en el plexo nervioso del 
duodeno caudal y ausente en las glándulas de Brunner. En los intestinos medio y distal, la 
expresión fue elevada en células dispersas dentro de la mucosa y el plexo nervioso y poco 
abundante en las células musculares.  En el intestino grueso (ciego y colon), el 
ARNm/GLP-2R fue determinado en la mucosa y en los plexos nervioso, mesentérico y 
submucoso71. 
A nivel de proteína, el GLP-2R se expresa en pequeña cantidad en el pulmón, cuello 
uterino y las fibras aferentes vagales de varias especies50,72; en corazón de ratas Wistar73, 
pero no en el de ratas Sprague Dawley ni en el de ratones C57BL/62; en hígado74 y en la 
vesícula biliar del ratón63. También en islotes aislados de ratón, en cultivos de células alfa 
y beta de roedores y en cultivos de células beta humanas75; en el tejido adiposo epicardial 
de pacientes con enfermedad de la arteria coronaria y en diabéticos tipo 2 sometidos a 
cirugía cardiaca15. 
Por el contrario, la expresión del GLP-2R es muy abundante en varias regiones del 
SNC (tálamo, hipocampo, corteza cerebral, rombencéfalo, núcleo hipotalámico dorsomedial 
compacto), en los miofibroblastos subepiteliales (SEMFs), en diversas células 
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neuroendocrinas y en neuronas entéricas del tracto gastrointestinal (particularmente en el 
fundus gástrico y en el colon) de diversas especies, incluyendo ratón, rata, cerdos y 
humanos50,72. Sorprendentemente, GLP-2R no está presente en las células epiteliales 
(enterocitos), a pesar de ser sobre estas células donde el GLP-2 ejerce sus bien conocidas 
funciones proliferativa y citoprotectoras50,72. 
La expresión del GLP-2R intestinal es muy baja durante el ayuno y se incrementa 
por la alimentación continuada con dietas ricas en grasa76,77. Asimismo, está 
significativamente incrementada en las células principales (zimogénicas o peptídicas) 
gástricas de pacientes obesos con y sin diabetes78. 
2.3.2. Sistemas de transducción de señales acoplados al GLP-2R 
El GLP-2R humano procedente de intestino e hipotálamo ha demostrado ser 
altamente selectivo para su ligando específico, pues sólo responde, aunque muy débilmente, 
a altas concentraciones de los péptidos estructuralmente relacionados, glucagón, GLP-1 y 
GIP (polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa)79.  
El GLP-2R es un miembro de la superfamilia de receptores 7-hélices transmembrana 
acoplados a proteínas G (GPCR) y su activación promueve principalmente la vía de 
señalización iniciada por la activación de la adenilato ciclasa, la producción de AMPc y la 
activación de la PKA80,81, pero también puede incrementar los niveles de calcio intracelular, 
o actuar a través de la activación de Giβγ/PLC/PI3K/Ras50,81, o de la señalización mediada 
por PI3K/Akt/mTOR/ERK82 (figura 4), regulando la expresión de genes de respuesta 
temprana implicados en la supervivencia y proliferación celulares83,84. 
El GLP-2 ejerce sus efectos antiapoptóticos mediante la inhibición de las actividades 
de las caspasas-3, -7, -8 y -9, bien a través de la activación de determinados miembros 
antiapoptóticos de la familia Bcl-2 (especialmente Bcl-XL, celula-B de linfoma extra larga), 
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de la inhibición de ciertos miembros proapoptóticos de esa misma familia (especialmente 
BAD, promotor de muerte asociado a Bcl-2), o bien a través del aumento de la producción 
de los inhibidores de caspasas,  XIAP (proteína inhibidora de apoptosis ligada a X) y cIAP 
(inhibidor celular de la apoptosis) 85,86. 
 
 
 
 
Como es el caso de muchos receptores acoplados a proteínas G, el GLP-2 está sujeto 
tanto a la desensibilización homóloga como a la heteróloga. Sin embargo, en cuanto a la 
endocitosis/internación existen ciertas diferencias con respecto a los miembros de esta 
superfamilia. Normalmente, esta comienza con la fosforilación de los dominios 
intracelulares, la unión a moléculas de β-arrestina, el desacoplamiento de las proteínas G y 
la internación del receptor a través de depresiones revestidas de clatrina. En el caso del GLP-
2R parece que la endocitosis tiene lugar mayoritariamente mediante la formación de balsas 
lipídicas y que podría estar mediada por la caveolina. Después, los endosomas formados 
Figura 4 . Mecanismos de señalización del GLP-2R que median el efecto biológico 
del GLP-2 sobre la proliferación y diferenciación celulares a través de la 
activación de diversas vías. Gs/Adenilato ciclasa (AC), de Giβγ/PLC/PI3K/Ras y de 
la activación de PI3K/Akt/mTOR/ERK.  
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pueden volver a la superficie con el fin de reciclar el receptor (figura 5), o fusionarse con 
lisosomas, en cuyo caso se promovería su degradación87,88.  
 
 
2.3.3. Mediadores extracelulares implicados en las respuestas biológicas al GLP-2  
Puesto que las células epiteliales del intestino no expresan el GLP-2R, se sugirió que 
en la respuesta fisiológica al GLP-2 debería participar algún tipo de señal indirecta liberada 
por células de su entorno que expresarían el GLP-2R y que, a través de un mecanismo 
paracrino, alcanzaría los enterocitos (figura 6). En la actualidad, diferentes factores han 
sido identificados como mediadores de los efectos biológicos del GLP-2 en el intestino, 
incluyendo: IGF-1 (factor de crecimiento semejante a la insulina tipo I) y KGF (factor de 
crecimiento de queratinocitos), implicados en la proliferación de las células de las criptas 
del intestino delgado y en la proliferación de colon, respectivamente; VEGF (factor de 
crecimiento endotelial vascular) y TGF-β (factor de crecimiento transformante 1), 
envueltos en los procesos de reparación del intestino; NO (óxido nítrico), implicado en el 
Figura 5. Representación esquemática de la internación del GLP-2R 
mediado por balsas lipídica. 
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aumento del flujo sanguíneo hacia el tracto gastrointestinal; VIP (péptido intestinal 
vasoactivo), involucrado en muchos efectos antiinflamatorios y antiapoptóticos; TLRs 
(receptores semejantes a Toll), responsables de los procesos inflamatorios y de los cambios 
en la expresión de las uniones estrechas que participan en la permeabilidad intestinal 
inducidos por los cambios en la microbiota. Además, ciertos ligandos de EGF-R (ErbB 
(miembros de la familia del EGF (factor de crecimiento epidérmico) también parecen estar 
involucrados en las acciones del GLP-2 sobre el crecimiento y la diferenciación 
celulares7,22,44,82,89,90,91,92,93,94. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Representación esquemática del efecto paracrino del GLP-2. 
Basado en Drucker et al. 20147. 
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3. EL SISTEMA DE SEÑALIZACIÓN MEDIADO POR EL ÓXIDO NÍTRICO 
(NO)/GUANOSINA MONOFOSFATO CÍCLICO (GMPc)  
Además de las vías señalizadoras mencionadas, el GLP-2 puede interaccionar con la 
red de señales generadas por el GMPc. Desde que fuera identificado en la orina de rata95, se 
ha descrito que este segundo mensajero regula la expresión de múltiples genes, incluyendo 
algunos implicados en la proliferación, la apoptosis y la diferenciación celulares, o en la 
hipertrofia cardiaca y en el tono vascular96 y también en procesos tales como la 
contractilidad, la secreción y el transporte iónico97.  
En las células cerebrales, incluyendo los astrocitos, el NO es un subproducto de la 
conversión de L-arginina en L-citrulina por una familia de enzimas denominadas óxido 
nítrico sintasas (NOS)98. Las isoformas neuronal (nNOS) y endotelial (eNOS) son calcio-
dependiente y constitutivamente expresadas, mientras que la inducible (iNOS) es calcio 
independiente y su expresión aumenta en las células expuestas a estímulos inmunológicos 
e inflamatorios99. El NO inicia una cascada de transducción de señales intracelulares que 
pasa por el incremento de la producción de GMPc. A su vez, los efectos biológicos del 
GMPc son mediados por las proteínas quinasas dependientes de GMPc (PKG), las 
fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos (PDEs) y los canales de nucleótidos cíclicos (figura 
7)100. 
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3.1. Guanilato ciclasa: Tipos, localización. Composición, estructura y 
mecanismos de acción 
Las enzimas responsables de la formación del GMPc a partir de GTP, denominadas 
guanilil/guanilato ciclasas, están presentes en diversos tejidos animales101,102,103. Se han 
descrito dos isoformas: una, en la fracción soluble/citosólica y la otra, en la fracción 
particulada/membrana104,105. Ambas son consideradas receptores activados por ligandos 
específicos.  
Las Guanilato ciclasa de membrana (siete isoformas en ratón y cinco en humanos, 
codificadas por distintos genes) se presentan como homodímeros de unos 1050 
aminoácidos, son activadas por los miembros de la familia de los péptidos natriuréticos y 
constan de: dominio de unión a ligando (extremo N-terminal extracelular), región 
transmembrana y el extremo C-terminal intracelular, que contiene una secuencia que 
Figura 7. Representación esquemática de la señal mediada por el GMPc 
 Adaptado de Pilz et al. 200396. 
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presenta homología con proteína quinasas, la región de dimerización y el dominio 
catalítico productor de GMPc97. 
La GCs puede ser estimulada por radicales libres, nitrovasodilatadores y otras 
moléculas similares capaces de difundir a través de las membranas celulares106,107, 
incluyendo el óxido nítrico (NO), su principal ligando100,108.  
La GCs está implicada en importantes aspectos de la homeostasis vascular, como la 
relajación del tono y la vasodilatación109,110, pero también en el desarrollo neural, el 
crecimiento dendrítico y axonal y la sinaptogénesis111.  
La GCs es una enzima heterodimérica de la que han sido clonadas y secuenciadas 
cuatro subunidades (α1, α2, β1 y β2), pero solo los heterodímeros α1β1 y α2β1 constituyen 
enzimas funcionalmente activas112.  Las subunidades α1 y β1 (de 690 y 619 aminoácidos, 
respectivamente) (FIGURA 8) constan de: Dominio de unión hemo-óxido nítrico y 
oxígeno (HNOX), situado en el extremo amino; la subunidad β1 contiene un grupo hemo 
(ligado a la H105) que puede unir NO, CO y O2. La Región central contiene dos dominios 
con funciones poco conocidas: un dominio de estructura similar a PAS, que podría mediar 
interacciones entre proteínas y un dominio de estructura helicoidal que podría estar 
implicado en la formación del heterodímero funcional.  Dominio catalítico, la región más 
conservada, situado en el extremo C-terminal. Este dominio presenta un alto grado de 
homología entre las subunidades α1 y β1 de las guanilato ciclasa solubles, pero también con 
los dominios catalíticos de las guanilato ciclasas de membrana y de las adenilato ciclasas110 
(figura 8). No obstante, la estructura tridimensional del heterodímero completo (estructura 
cuaternaria) aún no se conoce completamente113,114. 
La activación de la GCs se produce por la unión del NO al ión ferroso del grupo 
hemo de la subunidad β1, esto origina un cambio conformacional en la estructura del 
heterodímero que produce la activación del dominio catalítico. La actividad catalítica de la 
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GCs es inhibida mediante la N-nitrosación de los grupos tiol de las cisteínas C244 y C517 
de la subunidad α1 y C122 de la subunidad β1 causada por exceso de NO 112 y por 
fosforilación de la S64 de la subunidad α1115 (figura 8). 
 
 
 
 
 
3.2. Localización subcelular de las subunidades alfa 1, beta 1 y alfa 2 
de la GCs. Efectos independientes del GMPc. 
Las dos formas heterodiméricas α1β1 y α2β1 se coexpresan en la mayoría de los 
tejidos, si bien su nivel de expresión depende del tejido. Mientras que en el sistema 
cardiovascular y el pulmón la forma predominante es la α1β1, siendo mucho menor la α2β1, 
el cerebro parece ser el único tejido en donde los dos heterodímeros se expresan casi en la 
misma proporción116. 
Diversos trabajos han demostrado que cuando las subunidades α1, α2 o β1 son 
sobreexpresadas, además de los heterodímeros, pueden formarse homodímeros 
(enzimáticamente inactivos)117,118. También se ha demostrado la existencia de subunidades 
α1 y β1 independientes en tejido embrionario cerebral de rata119. Estas subunidades además 
pueden unirse a otras proteínas. Se ha sugerido que estas formas no heterodimerizadas 
Figura 8. Representación esquemática de los dominios de las subunidades de la 
GCs. 
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pueden tener funciones independientes de la señal del GMPc. Por ejemplo, la subunidad α1 
parece actuar como un mediador importante del efecto procarcinogénico de los 
andrógenos120. El gen que codifica para esta subunidad es una diana directa del receptor de 
andrógenos (AR) y media el crecimiento y la supervivencia de las células de cáncer de 
próstata AR-positivas. La función de la subunidad α1 en el cáncer de próstata es 
independiente de la señal del NO. La subunidad α1 se asocia físicamente y secuestra en el 
citosol a la proteína p53 previniendo la apoptosis dependiente de p53 de las células 
cancerosas y promoviendo así su superviencia y proliferación121. Esta subunidad puede 
unirse además a otras proteínas implicadas en el transporte nuclear de p53122. Por otro lado, 
se ha descrito en astrocitos de cerebelo en cultivo y en la línea celular C6 que la subunidad 
β1 puede traslocarse desde el citosol al núcleo y asociarse con los cromosomas durante la 
mitosis, por lo que se ha propuesto que la β1 es una proteína multifuncional que regula la 
condensación de la cromatina y la progresión del ciclo celular, además de formar parte del 
heterodímero de la guanilato ciclasa123. Una característica especial de la subunidad α2 es 
que contiene en su extremo carboxilo terminal una secuencia de unión a motivos PDZ (PSD-
95/disc large/zonula occludens). Los motivos PDZ son secuencias formadas por 100 
aminoácidos aproximadamente; están presentes en varias proteínas, algunas de ellas 
pertenecientes al citoesqueleto. Funcionan como adaptadores moleculares y contribuyen a 
la formación de complejos proteicos mediante la interacción del motivo PDZ de una 
proteína con el extremo carboxilo de su ligando diana. Mediante la interacción de la 
subunidad α2 con la proteína PSD-95, el heterodímero α2β1 pudo ser aislado en la fracción 
de membrana de sinaptosomas obtenidos a partir de cerebro de rata124. Más recientemente, 
mediante el empleo de técnicas inmunofluorescentes en células HEK293 (embrionarias de 
riñón humanas) se ha localizado el heterodímero α2β1 en la membrana celular asociada con 
la nectina, una proteína importante en la adhesión celular y en las interacciones célula a 
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célula. La asociación es indirecta y tiene lugar mediante la interacción del extremo C-
terminal de la α2 con el dominio PDZ de una proteína de andamiaje implicada en los 
procesos de adhesión y polaridad celular125.  
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4. INSULINA: ESTRUCTURA, MECANISMO DE ACCIÓN Y 
EFECTOS BIOLÓGICOS 
En humanos sólo hay un gen para la insulina situado en el brazo corto del cromosoma 
11126, que se expresa en las células β de los islotes pancreáticos, y que codifica para la 
preproinsulina, una proteína de 104 aminoácidos (aa). El procesamiento postraduccional en el 
retículo endoplásmico escinde el péptido señal, originando la proinsulina de 84 aa que adopta 
la estructura terciaria, incluyendo los 3 puentes disulfuro. En el aparato de Golgi se elimina, 
mediante proteólisis, el denominado péptido C y la insulina madura, de 51 aa, se empaqueta 
en vesículas de secreción. La hormona funcionalmente activa consta de dos cadenas: la cadena 
A, de 21 aa, tiene un puente disulfuro interno y otros dos que la unen a la cadena B, de 30 
aa127(figura 9). 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 9. Representación del procesamiento de la proinsulina 
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4.1. Origen de la insulina cerebral 
El origen de la insulina presente en el cerebro, asi como su mecanismo de acción y 
efectos biológicos ha sido recientemente revisada por Blázquez y col. (2014)128. En la 
actualidad se considera que la insulina cerebral podría tener un doble origen: periférico y 
central. La procedencia periférica de la insulina implicaría la capacidad de atravesar la 
barrera hematoencefálica (BHE)129 o de entrar a través de los órganos circunventrículares 
(incluyendo el área postrema, estrechamente relacionado con el núcleo del tracto solitario y 
con el núcleo motor dorsal del nervio vago) que, al carecer de aquella, existe comunicación 
directa entre el cerebro y la circulación sanguínea130. Dado que la concentración de insulina 
en el cerebro no es proporcional a su concentración en sangre131,132,133 y que varía 
dependiendo del estadio del crecimiento y desarrollo cerebral134, se asume que la insulina 
penetra en el cerebro a través de un sistema de transporte específico. Pese a que no se conoce 
con exactitud, esta función transportadora parece ser llevada a cabo por los propios 
receptores de insulina (IR)135 ya que muestran características fisicoquímicas (saturabilidad, 
especificidad, afinidad, inmunoneutralización, interacciones cooperativas y cinética de 
disociación) similares a las de dichos receptores136. Por otro lado, se ha descrito que: 
cultivos primarios de células neuronales procedentes de cerebro de rata liberan insulina 137; 
en cerebros de cadáveres humanos, las concentraciónes de insulina inmunoreactiva y 
péptido-C son más elevadas que en la sangre138; además, en ciertas áreas cerebrales de rata 
y de conejo se expresa el ARNm de la insulina139,140 y, por último, parece existir una relación 
directa entre la concentración de insulina y la de sus receptores en el cerebro141. Todo ello, 
podría estar de acuerdo con el posible origen central de la insulina cerebral. 
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4.2. Mecanismo de acción. Receptores de insulina 
El receptor de insulina media todas las acciones biológicas de esta hormona en el 
cerebro. En humanos, existe un único gen que codifica para los receptores de insulina. Está 
localizado en el brazo largo del cromosoma 19 (19p13.2–19p13.3) y consta de 22 exones. 
En el cerebro de otros mamíferos adultos se han descrito dos tipos de receptor: el IR-B, la 
isoforma más larga, localizada en células gliales (y que está también presente en los tejidos 
periféricos) y el IR-A, más corto al no expresar el exón 11, que es específico de neuronas. 
Se ha propuesto que el IR neuronal en lugar de estar implicado en el metabolismo de la 
glucosa, lo estaría en funciones propias del cerebro, como la actividad sináptica necesaria 
para el aprendizaje y la memoria 142,128. La transducción de señales inducidas por la insulina 
en el cerebro es similar a la que tiene lugar en los tejidos periféricos y de forma resumida 
se representa en la (figura 10). 
 
 
 
 
Figura 10. Esquema representativo de las diversas vías de señalización 
de la insulina 
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4.3. Efecto de la insulina en el cerebro 
Claude Bernard describió en 1855 que los perros con el cuarto ventrículo dañado 
presentaban una marcada glucosuria y propuso que el cerebro debía jugar un papel 
primordial en la regulación de la homeostasis de la glucosa143. En 1921, Banting y Best 
mostraron la relación entre la secreción pancreática de insulina y la concentración de 
glucosa en sangre y propusieron el papel de la insulina a nivel de tejidos periféricos, pero 
no reconocieron la importancia que esta hormona pudiera tener en el sistema nervioso 
central144,145. En 1978 se describió por primera vez la presencia de insulina en el cerebro de 
rata146 y solo después de comprobarse que su concentración en el cerebro humano era muy 
superior a la de los tejidos periféricos138, se comenzó a considerar a la insulina como un 
factor de gran importancia en la fisiología cerebral147,148. Otro de los momentos clave en el 
estudio de las funciones de la insulina a nivel cerebral fue cuando se observó que ratones 
con deficiencia en la expresión del gen del receptor de insulina desarrollaron resistencia a 
la insulina a nivel de todo el organismo, asociada con dislipemia e hiperinsulinemia que 
finalmente cursó con obesidad149. Además, la administración intracerebroventricular de 
insulina a roedores y primates no humanos produjo una disminución de la ingesta y del peso 
corporal, lo que permitió destacar la importancia de la insulina a nivel cerebral en relación 
con el comportamiento alimentario150,151,152. Por otra parte, la administración central de 
insulina también parece tener efectos a nivel periférico, puesto que la administración directa 
de insulina en el hipotálamo suprimió la producción de glucosa hepática en los ratones 
control, pero no en los ratones con deficiencia en la expresión del gen del receptor de 
insulina149,153,154. 
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5. PAPEL DE LOS ASTROCITOS EN EL CEREBRO/SISTEMA 
NERVIOSO CENTRAL 
 Ya en 1899, Santiago Ramón y Cajal se hacía la siguiente reflexión “¿Qué 
signiﬁcación funcional debemos otorgar a la neuroglía? Desgraciadamente, en el estado 
actual de la ciencia no es posible contestar a la importante pregunta más que mediante 
conjeturas más o menos racionales. En presencia de este problema, el ﬁsiólogo se halla, 
por falta de métodos, totalmente desarmado”155,156. Unos años antes, en 1895 ya había 
propuesto que su papel fundamental no era el de soporte “¿Qué van a sostener corpúsculos 
pequeñísimos, aislados, ﬂexibles, delicadísimos, mucho más delicados y pequeños que las 
células nerviosas mismas?”157,156 y en 1913 hipotetizó que “La neuroglía de la substancia 
gris vendría a constituir una vasta glándula endocrina intercalada entre las neuronas y 
plexos nerviosos, destinada quizás a elaborar hormonas asociadas a la actividad 
cerebral”158,156. Sin embargo, hasta hace pocas décadas la comunidad científica consideraba 
que los astrocitos solo servían de soporte al sistema nervioso central. Hoy se sabe que los 
astrocitos constituyen el componente principal de la glía y representan el tipo celular más 
abundante en el cerebro y que desempeñan papeles fundamentales en la regulación de la 
función neuronal y la remodelación de las estructuras sinápticas (para modular la 
excitabilidad del cerebro) mediante la liberación de moléculas específicas, denominadas 
gliotransmisores o la regulación del flujo sanguíneo159,160. Todo ello parece indicar que los 
astrocitos son importantes reguladores de las funciones cognitivas161.Se ha propuesto que 
los astrocitos funcionan como los sensores metabólicos del sistema nervioso central (SNC), 
pues parecen detectar y responder no sólo a los cambios de concentración de diferentes 
sustratos y productos metabólicos presentes a nivel del parénquima cerebral, sino también 
a ciertas hormonas circulantes que modulan la actividad de los circuitos neuronales162. Por 
ello, los astrocitos juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis 
Introducción 
45 
 
metabólica del cerebro163. Efectivamente, los astrocitos mantienen la homeostasis del 
cerebro mediante la regulación de los sistemas de neurotransmisión, de las defensas 
antioxidante y antiinflamatoria164 y del metabolismo energético, ya que, además de actuar 
como sensores fisiológicos de la oxigenación cerebral (el sensor de hipoxia ha sido situado 
en la mitocondria)162, son los principales responsables de la captura y del metabolismo de 
la glucosa en el cerebro165. 
5.1. Papel de la glucosa en las células nerviosas  
La glucosa es el sustrato energético obligado para el cerebro, el órgano que más 
energía consume con respecto a su peso166. El metabolismo de la glucosa es diferente para 
cada tipo celular del S.N. En las neuronas predomina el metabolismo oxidativo mientras 
que en los astrocitos la glucosa se metaboliza a piruvato/lactato con un menor rendimiento 
energético. La glucosa entra en las células nerviosas por un proceso facilitado por varios 
transportadores, GLUT-1 y 3 fundamentalmente. El GLUT-1 presenta dos isoformas, una 
glicosilada que se expresa en las células endoteliales de la barrera hematoencefálica y otra 
de menor tamaño molecular que lo hace en astrocitos. El GLUT-3 se encuentra 
mayoritariamente en las neuronas y en menor medida en los astrocitos167.  
El primer evento que tiene lugar tras la entrada de la glucosa en las células es su 
fosforilación por la hexoquinasa a glucosa-6-fosfato (G6P). El procesamiento de la G6P 
tiene lugar de acuerdo con las diferentes funciones desempeñadas por la glucosa en cada 
tipo celular; por ejemplo, puede convertirse en glucógeno, proceso que ocurre 
exclusivamente en los astrocitos168,169 (figura 11). 
De acuerdo con el papel de la glucosa como principal sustrato energético en el 
sistema nervioso, la G6P, tras su conversión a piruvato, puede seguir la ruta de la glucólisis 
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oxidativa (ciclo de Krebs y fosforilación oxidativa). Esta vía es la que genera mayor 
rendimiento energético y tiene lugar de forma mayoritaria en las neuronas169. 
 
 
 
El piruvato puede ser convertido en lactato por la lactato deshidrogenasa (LDH), 
proceso mayoritario o exclusivo de los astrocitos. Según la hipótesis de la lanzadera del 
lactato (ANSL), el lactato sintetizado por los astrocitos lo utilizan las neuronas como 
precursor energético. Este proceso asume que los astrocitos capturan mayor cantidad de 
glucosa de la requerida para su propio consumo, la almacenan en forma de glucógeno y la 
ceden a las neuronas en forma de lactato, lo que resalta el papel de los astrocitos como 
sustento de la función neuronal169. 
Por último, la G6P puede entrar en la ruta de las pentosas fosfato. Esta vía genera 
poder reductor (NADPH) necesario para la síntesis de nucleótidos y ácidos nucleicos, 
importantes para los procesos de proliferación celular y para el mantenimiento del glutatión 
en su forma reducida; esto último representa un importante mecanismo de defensa de las 
células frente a la toxicidad producida por el peróxido de hidrógeno170.  
Figura 11: Representación esquemática de los destinos metabólicos de la Glucosa-
6-fosfato en las células nerviosas. Adaptado de Magistretti, 2018. 
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5.2. Expresión del receptor de GLP-2 en astrocitos de rata en cultivo 
Debido a la dificultad de obtener células diana (cultivos primarios o bien líneas 
celulares) que expresaran el GLP-2R endógeno y respondieran al ligando, los primeros 
estudios sobre el mecanismo de transducción de señales mediadas por este receptor fueron 
realizados en diversas líneas celulares transfectadas con el GLP-2R humano o de 
rata24,79,80,171,172. 
Los efectos biológicos del GLP-2 sobre un tipo celular que expresara el propio 
receptor endógeno fueron descritos por primera vez por Velázquez y colaboradores en 2003 
173. Mediante RT-PCR y Southern blotting, se determinó la expresión del gen del GLP-2R 
en astrocitos procedentes de corteza cerebral de neonatos de rata. Además, este receptor 
demostró ser funcional, puesto que las células respondieron al GLP-2 produciendo AMPc. 
Posteriormente se observó que el ARNm/GLP-2R podía estar regulado por ligandos como 
el GLP-2 o el IGF-1174. 
5.3. Efectos biológicos del GLP-2 sobre los astrocitos de rata en 
cultivo 
Ha sido descrito previamente por nuestro grupo, mediante la aplicación de varias 
técnicas experimentales, como la citometría de flujo, la incorporación de 3H-timidina al 
ADN o la tinción con cristal violeta, junto con técnicas de inmunotransferencia (western 
blotting) empleando anticuerpos dirigidos contra marcadores de la proliferación (c-FOS, 
PCNA y pKi67) y diferenciación (GFAP) celulares, que el GLP-2 promovía la proliferación 
y la diferenciación de los astrocitos en cultivo174,175. Además, se demostró que el GLP-2 
presentaba un efecto sinérgico con ciertos factores de crecimiento (EGF, PDGF, IGF-1) y 
con la insulina, hormona anabólica por excelencia, que también promovían la proliferación 
de los astrocitos174,175. Este efecto sinérgico parecía tener lugar a través de la activación de 
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la vía de las MAP quinasas en lugar de a través de la estimulación del AMPc174. Por otra 
parte, también se demostró que el GLP-2 redujo la producción de GMPc y modificó la 
expresión de las subunidades α1, α2 y β1 de la GCs176. 
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Hoy se reconoce que los astrocitos tienen un papel fundamental en la fisiología del 
sistema nervioso central y podrían también tenerlo en determinadas situaciones patológicas, 
tales como la diabetes, la inflamación y la neurodegeneración. Algunas de estas patologías 
parecen estar asociadas con la proliferación celular y con ciertas alteraciones del metabolismo 
de la glucosa, en donde la insulina desempeña un papel esencial. Por otro lado, se ha descrito 
que el GLP-2 induce la proliferación de los astrocitos en determinadas condiciones. Sin 
embargo, el efecto de la variación de la concentración de glucosa sobre la proliferación de los 
astrocitos no ha sido suficientemente estudiado.  
La hipótesis de este trabajo es que la glucosa actúa como un regulador fundamental de 
la proliferación de los astrocitos y por tanto puede influir en alguna de las diversas vías de 
señalización implicadas en este proceso.  
Puesto que las acciones de la insulina a nivel central son menos conocidas que en los 
tejidos periféricos, el objetivo principal de este trabajo fue estudiar la interdependencia de la 
glucosa, el GLP-2 y la insulina sobre la proliferación de estas células y las posibles vías de 
señalización implicadas.  
Los objetivos específicos fueron estudiar: 
 Efecto de la glucosa y del GLP-2 sobre la proliferación de los astrocitos. Regulación de la 
expresión del receptor de GLP-2. 
 Efecto de la glucosa, el GLP-2 y la insulina sobre: 
 La expresión de marcadores de proliferación y diferenciación y de proteínas 
implicadas en la transducción de señales intracelulares. 
 La expresión de proteínas implicadas en el metabolismo de glícidos y lípidos. 
 La expresión de las subunidades de la guanilato ciclasa soluble. 
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1.  MATERIALES 
El GLP-2 de rata, la exendina 4 y la exendina 9-39 fueron obtenidos de Bachem 
(St. Helens, UK). La insulina recombinante humana (Arg+ Zn), el factor de crecimiento 
nervioso (NGF) y la cicloheximida fueron obtenidos de Calbiochem (La Jolla, CA, USA). 
Los factores de crecimiento semejante a insulina-1 (IGF-1) y 2 (IGF-2) recombinante, 
derivado de plaquetas (PDGF), epidérmico (EGF), la leptina y el neuropéptido Y (NPY) 
fueron obtenidos de PreproTech EC Ltd (London, UK). La forscolina fue obtenida de Santa 
Cruz Biotechnology, Inc (Heidelberg, Alemania). [Metil-3H]-timidina (con una actividad 
específica media de 60–80 Ci/mmol) fue obtenida de NEN Life Science Products, Inc. 
(Boston, Massachusetts, USA). El suero bovino fetal (SBF) fue obtenido de Gibco 
(Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). El 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), la 
albúmina de suero bovino (ASB), el Tritón X-100, los diversos medios de cultivo y el ácido 
4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etano sulfónico (HEPES) fueron obtenidos de Sigma 
(Darmstadt, Alemania). Los frascos y placas de cultivos celulares fueron obtenidos de TPP 
Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Suiza). Los demás productos químicos y 
materiales usados fueron de grado reactivo o grado de biología molecular. Los materiales 
específicos empleados para los estudios de expresión génica se mencionarán en el lugar 
que les corresponda. 
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2.  ANIMALES 
 Los animales, que fueron generosamente donados por el Profesor Francisco 
Javier Carricondo Orejana, del Departamento de Inmunología, Oftalmología y 
Otorrinolaringología de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de 
Madrid, procedieron del animalario central de la misma facultad  (Centro de Asistencia a 
la Investigación con Nº de registro ES280790000086 en la Dirección General de 
Agricultura y Desarrollo Rural (perteneciente a la Consejería de Economía e Innovación 
Tecnológica de la Comunidad de Madrid). Las condiciones de estabulación de las ratas 
fueron las recomendadas para el alojamiento de los animales de laboratorio; en este caso, 
ciclos diarios de luz y oscuridad de 12 horas (concretamente entre las 8 y las 20 horas), en 
un ambiente con temperatura controlada entre 20 y 24 ºC y una humedad relativa de aire 
de 55±10%. Los animales tuvieron siempre libre acceso a agua y comida, una dieta 
estándar basada en pellets, conteniendo por cada kilogramo la siguiente composición: 590 
g de hidratos de carbono, 30 g de lípidos y 160 g de proteína. Para los experimentos, 
únicamente se utilizaron neonatos de ratas Wistar, sin hacer distinción por sexos, de hasta 
1 día de edad, que fueron rociados con etanol al 70% (v/v) e inmediatamente decapitados 
siguiendo los Procedimientos de uso de Animales de Laboratorio. Todos los 
procedimientos con animales fueron aprobados por el Comité Institucional de 
Experimentación Animal, avalado por el cumplimiento de las normas para el cuidado de 
animales especificadas por la Unión Europea (Real Decreto 542/2016, BOE núm. 297 Ley 
32/2007). Para mantener las condiciones de esterilidad durante la extracción del cerebro, 
la retirada de las meninges, la disección y la disgregación de los hemisferios cerebrales se 
realizaron dentro de una cabina de flujo horizontal (Telstar, AH-100), con la ayuda de una 
lupa binocular de hasta 40 aumentos (Leica, MZ 6). 
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2.1. Preparación de los cultivos de astrocitos de rata y tratamientos 
Los cultivos de células astrogliales fueron preparados a partir de los hemisferios 
cerebrales mediante un procedimiento previamente descrito en nuestro laboratorio177. El 
tejido, mediante su paso a través de una malla de nylon (con un tamaño de poro de 135 
μm) estéril, fue disociado mecánicamente. Las células fueron sembradas en frascos de 
cultivo de tejidos de 75 cm2 a baja densidad y mantenidas en medio DMEM/F-12 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12), conteniendo 15 mM de 
HEPES, en presencia de un 1% (v/v) de penicilina y de estreptomicina (Lonza Biologics, 
Pontevedra, España) con el fin de minimizar el riesgo de contaminación y suplementado 
con SBF al 10% (v/v). Durante todo el tiempo de crecimiento, los frascos se conservaron 
en un incubador (ESCO, CelCulture incubator CCL-170B-8) que mantuvo un ambiente 
estable con un 5% de CO2 y una temperatura constante a 37 ºC. Los cambios del medio de 
cultivo se realizaron cada 3-4 días; previamente, los frascos fueron agitados 
mecánicamente (Renner GMBH, Celloshaker) en el plano horizontal durante 10-40 
minutos, dependiendo del tiempo del cultivo primario. Después de entre 21 y 28 días, las 
células procedentes de estos cultivos primarios se dispersaron mediante tratamiento con 
tripsina (1X) y EDTA (Gibco, Waltham, Massachusetts, EE.UU) durante 1 ó 2 min, a 37 
ºC. siempre ayudados de una intensa agitación manual. El seguimiento de la evolución de 
la tripsinización del cultivo se realizó por la observación del mismo en un microscopio 
(Leitz Labovert) y cuando se consideró pertinente, la actividad enzimática se inhibió con 
la adición de SBF. Llegados a este punto, el contenido de todos los frascos, conteniendo 
los cultivos primarios, fue mezclado y homogeneizado para igualar las condiciones de 
sembrado posteriores. Los subcultivos se realizaron en diferentes tipos de placas, en 
función de los análisis que se fueran a realizar con ellas (y se describirán en su lugar) y las 
células se sembraron siempre a una concentración (cámara de Neubauer) aproximada de 
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entre 2,3×104 y 3×104 células/cm2. Cuando los cultivos secundarios alcanzaron entre el 80 
y el 90% de confluencia (transcurridos unos 7 a 10 días después de la siembra), se procedió 
a la realización los diferentes tratamientos que se describen en los subapartados siguientes.  
Previamente a los tratamientos, las células se mantuvieron durante 24 ó 48 horas 
en DMEM-F12 (17,5 mM de glucosa) o en DMEM-5,5 mM de glucosa, libres de suero. 
En los diversos estudios sobre los efectos de la glucosa, las células se incubaron entre 2 y 
4 horas en DMEM, libre de suero y de glucosa.  Pasado ese tiempo, los tratamientos 
también se hicieron en DMEM libre de suero, pero en este caso suplementado con 2 mg/mL 
de ASB, conteniendo las concentraciones de glucosa indicadas en las respectivas figuras, 
en ausencia y presencia de GLP-2, insulina o el resto de los estímulos empleados, a las 
concentraciones y tiempos que también aparecen indicados en las figuras. Para demostrar 
que el efecto de la concentración de glucosa sobre la proliferación celular no era debido a 
diferencias de presión osmótica, previamente se realizaron experimentos en los que a los 
medios conteniendo las menores concentraciones de glucosa (1,4; 2,5; 5, 10, 15 y 20 mM) 
se les añadió manitol (23,6; 22,5; 20, 15; 10 y 5 mM) hasta igualar la concentración de los 
medios con la mayor concentración de glucosa utilizada (25 mM). No se observaron 
diferencias en la densidad celular cuando los astrocitos se incubaron en ausencia y 
presencia de manitol (resultados no mostrados). En los estudios realizados a una 
concentración fija de glucosa (17,5 mM), el medio de cultivo empleado en todo momento 
fue DMEM-F12.  
Finalizado el periodo de incubación, los medios se aspiraron cuidadosamente, con 
la ayuda de una bomba de vacío (Tokyo Rikakikai Co., LTD; modelo A-3S). A 
continuación, las células se lavaron 3 veces con una disolución salina tamponada con 
fosfato (PBS), previamente enfriada a 4 ºC, sin permitir que las células se deshidrataran 
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durante el proceso. En caso de no poder realizar los análisis de manera inmediata, las 
células fueron congeladas y mantenidas a -80 ºC hasta la realización de los mismos. 
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3.  TÉCNICAS 
3.1. Inmunocitoquímica 
La caracterización de los cultivos de astrocitos y, en su caso, la posterior 
determinación del grado de pureza de los mismos se realizó mediante la detección (por un 
procedimiento de inmunocitoquímica) de la expresión de un marcador específico de 
células gliales, la proteína glial fibrilar ácida (GFAP).  
Tras retirar el medio de cultivo y de realizar 3 lavados con PBS, las células se 
fijaron con paraformaldehido (Merck, Darmstadt, Alemania) al 4% (p/v) (disuelto en PBS 
0,1 M, pH 7,4) durante 20 minutos y, a continuación, se volvieron a realizar 3 lavados con 
PBS. Después de la rehidratación y con el fin de inhibir la actividad de las peroxidasas 
endógenas, las células fueron incubadas durante unos minutos con peróxido de hidrógeno 
(H2O2, Merck). Posteriormente, para disminuir las uniones inespecíficas, las células se 
incubaron con el suero del animal del que procedía el anticuerpo secundario, en presencia 
del detergente Tritón-X100 (Sigma), para permeabilizar la membrana plasmática y así 
permitir el acceso de los diferentes anticuerpos al interior de las células, dado que la GFAP 
forma parte de un filamento intermedio del citoesqueleto de las células gliales.  
La detección de la GFAP se realizó mediante la incubación de las células con el 
anticuerpo policlonal Anti-GFAP (1:100 (v/v), hecho en conejo, Novus Biologicals), 
durante 24 horas, a 4 ºC y en oscuridad. A continuación, las células se lavaron tres veces 
con PBS (0,1 M; pH 7,4) y después se incubaron con el anticuerpo secundario biotilinado 
(1:200 (v/v), anti-conejo hecho en burro (MyBioSource) durante 1 hora, a temperatura 
ambiente y en oscuridad. La incubación de los cultivos con el complejo avidina-biotina 
unido a una peroxidasa y la posterior adición de H2O2 y diaminobencidina (DAB, Sigma) 
mostraron que el 90-95% de las células fueron GFAP positivas (figura 12), y en su mayor 
parte, astrocitos de tipo I. 
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3.2. Tinción con cristal violeta 
El número relativo de células (es decir, la densidad celular) se midió mediante un 
método basado en la tinción con cristal violeta (violeta de genciana) del ADN celular178. 
La preparación de las células y los medios de incubación fueron diferentes en función de 
los estudios realizados. Finalizadas las estimulaciones, 250 ó 500 μL (dependiendo de si 
la multiplaca usada fue de 24 o de 12 pocillos, repectivamente) de una disolución de cristal 
violeta (Sigma) a la concentración de 2 mg/mL en etanol al 2% (v/v) fueron añadidos a 
cada pocillo. Tras mantenerlos a temperatura ambiente durante un tiempo de entre 30 y 60 
min, los pocillos fueron lavados varias veces con agua destilada y tras retirar esta, fueron 
secados al aire. Luego, las células fueron disueltas en dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma) 
al 1% (p/v) y la densidad óptica fue determinada a 560 nm (DO560) sobre una multiplaca 
Figura 12. Inmunocitoquímica de células astrogliales GFAP positivas en 
diferentes etapas de desarrollo 
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de 96 pocillos y un lector Varioskan Thermo Electron Corporation, Software ScanIt 2.0.91. 
Los resultados fueron expresados como absorbancia por pocillo. 
3.3. Incorporación de [3H]-timidina al ADN 
 La tasa de síntesis de ADN en los astrocitos se valoró según el 
procedimiento descrito por Velázquez y col.173, mediante la cuantificación de la cantidad 
de radiactividad recuperada en forma precipitable con ácido. Cuando las células sembradas 
en multiplacas de 12 pocillos alcanzaron la subconfluencia, se prepararon para las 
estimulaciones como se indica en el apartado anterior, siempre en presencia de DMEM-
F12. La [Metil-3H]-timidina, a una concentración de 5 μCi/mL, fue añadida 4 horas antes 
de finalizar los tratamientos. Las reacciones se pararon y las células se procesaron como 
se ha indicado anteriormente. A continuación, se incubaron primero con 0,5 M hidróxido 
de sodio (NaOH), durante una hora a temperatura ambiente y luego con ácido 
tricloroacético al 20% (v/v), durante una hora a 4 ºC. El material precipitable con ácido se 
transfirió a filtros de microfibra de vidrio Whatman GF/C. Los filtros se lavaron tres veces 
con ácido tricloroacético al 10% enfriado en hielo y una vez con etanol al 70% (v/v), a -20 
ºC. Luego, una vez secados a temperatura ambiente, se introdujeron en los viales de 
centelleo apropiados, a los que se les añadió el correspondiente líquido de centelleo 
(Scharlau Chemie S.A, Sentmenat, España). La radiactividad contenida en los filtros se 
midió en un contador de radiaciones beta.  Los resultados fueron expresados como 
desintegraciones por minuto (dpm) de [3H]-timidina incorporada al ADN por pocillo. 
3.4. Medida del AMPc intracelular 
En la cuantificación de adenosina monofofato cíclico (AMPc) intracelular se utilizó 
un kit comercial (RPN 225, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Cerdanyola, 
Barcelona, España) para un ensayo inmuno enzimático (EIA) y el protocolo de no 
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acetilación de las muestras, por lo que el rango útil de la curva de valoración fue entre 12,5 
y 3200 fmol por pocillo. Las células, previamente sembradas en multiplacas de 12 pocillos, 
fueron mantenidas en DMEM-F12 y, cuando alcanzaron la subconfluencia, se procesaron 
como se ha indicado anteriormente. Los tratamientos también se realizaron en DMEM-
F12 libre de suero, suplementado con 2 mg/mL de ASB, en presencia de 10 µM de 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX) (Sigma), durante 30 minutos. En estos experimentos, la 
forscolina fue utilizada como control positivo. Finalizadas las estimulaciones, los medios 
fueron aspirados y las células lavadas con PBS de la forma que ya se indicó en el apartado 
3 de Material y Métodos. El AMPc fue extraído con 1 mL de etanol absoluto. Tras su 
evaporación mediante centrifugación en alto vacío (SPEED VAC concentrator, SVC 
200H, Savant), el AMPc fue resuspendido en los tampones apropiados y se procedió a la 
valoración siguiendo las indicaciones del protocolo proporcionado por el fabricante. Las 
células, una vez lisadas y resuspendidas en 0,5 mL de NaOH a una concentración 0,5 N, 
se utilizaron para medir proteína. Los resultados fueron expresados en fmoles de AMPc 
por mg de proteína en cada pocillo.  
3.5. Preparación de ácidos ribonucleicos (ARN) y reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-PCR) del receptor de GLP-2 (GLP-2R) y 
de las subunidades α1, α2 y β1 de la guanilato ciclasa soluble 
Los astrocitos, sembrados en placas P-100, fueron mantenidos en los medios que se 
indican en las leyendas de las figuras correspondientes, dependiendo de si se estudiaba o 
no el efecto de la glucosa.  Asimismo, los diferentes estímulos utilizados, sus 
concentraciones y los tiempos de tratamiento también se indican en las respectivas figuras. 
Finalizadas las estimulaciones, las placas se procesaron como se indicó en el apartado 3 de 
Material y Métodos y, una vez secas, fueron inmediatamente mantenidas a -80 ºC hasta su 
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análisis. El ARN celular total fue aislado mediante un procedimiento modificado del 
método del tiocianato de guanidinio) y la concentración obtenida se cuantificó en un 
volumen de 1 μL de muestra gracias al uso de un espectrofotómetro (NanoDrop 2000, 
Thermo scientific), además la integridad de las muestras se valoró gracias a un gel de 
agarosa al 1,5% (p/v) en tampón TAE (Tris 40 nM, Ácido acético 20 nM, EDTA 1mM, 
pH 8). La primera hebra de ADN complementario (ADNc) fue sintetizada a partir de 1 μg 
de ARN total en 20 μL usando un Kit comercial (RETROscript™, cat num. 1710, 
Ambion®, Austin, TX, USA). La reacción en cadena de la polimerasa se realizó con la 
mezcla universal de PCR TaqMan (Applied Biosystems TaqMan Universal Master Mix), 
usando el ensayo de expresión génica (FAM-labelled TaqMan) siguiendo el protocolo 
estándar sugerido por la empresa suministradora (Applied Biosystems, Warrington, UK) 
(tabla 1). El análisis de la transcripción inversa a tiempo real para los genes del GLP-2R, 
y las distintas subunidades de la guanilato ciclasa soluble (α1, α2 y β1) fue realizado 
comenzando con 75–110 ng del transcrito inverso del ARN total. La PCR se realizó en 
multiplacas de 96 pocillos usando el Sistema PCR a Tiempo Real 7300 (Applied 
Biosystems). Los datos fueron analizados usando el software 7300 System SDS (versión 
1.2.3, 2004). Las cantidades relativas de ARN mensajero del GLP-2R (ARNm/GLP-2R) y 
de las subunidades de la guanilato ciclasa soluble fueron calculadas usando el método 
comparativo ΔΔ CT. El ARN mensajero de la ciclofilina A fue usado como control 
endógeno de concentración no variable en cada uno de los estudios realizados.  
Gen Casa Comercial Referencia 
GUCY1A3  (α1) Thermo Fischer Rn 00567252_m1 
GUCY1B3  (β1) Thermo Fischer Rn 00562775_m1 
GUCY1A2  (α2) Thermo Fischer Rn 00576652_m1 
GLP-2R Thermo Fischer Rn 00573037 _m1 
Ciclofilina Thermo Fischer Rn 00574762_ m1 
 Tabla 1. Relación de iniciadores utilizados para las diferentes RT-PCR 
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3.6.  Identificación de proteínas por inmunotransferencia “Western blotting”  
Las células fueron sembradas en placas P-100. Los medios, tratamientos, y tiempos 
de estimulación fueron los indicados en las figuras respectivas. Finalizados los 
tratamientos, las células fueron lisadas por la adición de 300 μL de tampón de lisis a 4 ºC 
e incubación durante 30 min sobre hielo. En determinados casos, las placas fueron 
sometidas a un pulso de microondas) e inmediatamente después mantenidas a -80 ºC hasta 
su análisis. Llegado el momento, las placas, que durante todo el tiempo estuvieron 
mantenidas sobre hielo, fueron cuidadosamente raspadas y las células lisadas, trasvasadas 
a tubos de 1,5 mL. 
Tras el homogenizado de las muestras por sonicación, una alícuota se usó para 
determinar la concentración de proteína con los reactivos de Bradford o de Lowry (Bio-
Rad Laboratories S.A., Madrid, España en ambos casos), usando ABS como estándar y al 
resto se les añadió tampón de carga hasta igualar a la concentración final de proteína a 2 
μg/mL por muestra. Después se guardaron a -80 ºC hasta que se procedió a realizar las 
correspondientes electroforesis. En los estudios sobre la expresión de las subunidades de 
la guanilato ciclasa, una vez retirada la alícuota para medir proteína, las muestras se 
separaron en dos nuevas alícuotas: a una de ellas (denominada fracción total) se le añadió 
tampón de carga hasta una concentración final de proteína de 2 μg/μL y se guardó a -80 
ºC. La otra alícuota fue centrifugada a 100000 g (Ultracentrífuga Beckman, optima L-100 
XP, rotor Beckman 50.3 Ti) durante 1 hora a 4 ºC. Al sobrenadante (denominada fracción 
citosólica), una vez tomada una alícuota para medir proteína, se le añadió tampón de carga 
hasta igualar la concentración de proteína, tras lo cual, también se guardó a -80 ºC hasta 
que se procedió a realizar las correspondientes electroforesis. Entre 20 y 40 microgramos 
de muestra fueron calentados a 95 ºC durante 5 min, en presencia de una concentración 
final de 10% de β-mercaptoetanol (Merck) con el fin de asegurar la desnaturalización de 
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las proteínas. Después, las muestras y un marcador de peso molecular (Precision Plus 
proteinTM Standards All Blue, Bio-Rad Laboratories S.A., Madrid, España) fueron 
separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Bio-Rad Laboratories 
S.A.), con una concentración de poliacrilamida variable entre el 6 y el 14% dependiendo 
del peso molecular de la proteína a estudiar, conteniendo además un 1% de SDS. La 
electroforesis se desarrolló a 70 V en tampón de electroforesis (Tris-HCl 25 mM, glicina 
200 mM y SDS al 0,01%). Acto seguido las proteínas fueron electrotransferidas, durante 
toda una noche a 10 mA por membrana y en frío, a una membrana de difluoruro de 
polivinilideno de 0,45 μm (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), activada según las 
indicaciones del fabricante. El medio utilizado para la electrotransferencia consistió en un 
tampón de transferencia (Tris-HCl 25 mM, glicina 200 mM, metanol al 20% y SDS al 
0,01%). Después de cada transferencia, y con el fin de confirmar la correcta realización de 
esta, tanto los geles como las membranas fueron rutinariamente teñidos con azul coomasie 
y rojo ponceau (Merck) o fast Green (Sigma), respectivamente, según las indicaciones del 
fabricante. Para evitar uniones inespecíficas, tanto de los anticuerpos primarios como de 
los secundarios, las membranas transferidas fueron bloqueadas con leche en polvo 
desnatada al 5% (p/v) disuelta en un tampón TRIS/salino, conteniendo el 0,1% de Tween-
20 (TBST) durante 1 ó 2 horas, a temperatura ambiente. Seguidamente, se incubaron con 
los diferentes anticuerpos primarios (tabla 2) diluidos en TBST con leche a la misma 
concentración que la utilizada en el bloqueo hasta la concentración requerida, a 4 °C 
durante la noche. Después de lavarlas 3 ó 4 veces con TBST, durante 10 min, las 
membranas se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios unidos a la 
peroxidasa de rábano (HRP) (tabla 2), diluidos en TBST con un 5% (v/v) de leche en 
polvo desnatada. La detección de la quimioluminiscencia se realizó mediante un sistema 
ECL de Western blotting (Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Cerdanyola, 
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Barcelona, España; o Millipore Co, Darmstadt, Alemania), con películas de rayos-X (X-
Ray Film Medical Plus, Sakura Kinica Minolta) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante y reveladas en un equipo de revelado Agfa Curix 60. Posteriormente, las 
autorradiografías fueron analizadas por densitometría (Model GS-800 Calibrated 
Densitometer, Bio-Rad) y cuantificadas (Quantity One software, Bio-Rad). Con el fin de 
confirmar que la concentración de proteína cargada de cada muestra fuera la misma, se 
utilizaron sistemáticamente, a modo de control de carga, anticuerpos contra ciclofilina A 
o β-actina.  
Anticuerpo 
Peso 
molecular 
(kDa) 
Huésped Casa comercial Dilución 
anti Ac.CoA Carboxilasa 257 conejo Millipore 1/500 
anti Ac.CoA 
Carboxilasa (Ser79) 
257 Conejo Millipore 1/500 
anti AKT 60 conejo Cell Signaling 1/5000 
anti p-AKT (Ser473) 60 ratón Millipore 1/5000 
anti AMPKα 62 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti p-AMPKα (Thr172) 62 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti β-actina 40 ratón Sigma Aldrich 1/5000 
anti-cFos 55 ratón GeneTex 1/500 
anti ciclofilina 20 conejo Calbiochem 1/5000 
anti conejo HRP  cabra Millipore 1/5000 
anti CREB-1 43 ratón 
Santa cruz 
Biotechnology 
1/1000 
anti MAP Kinasa 
ERK1/ERK2 
42/43 conejo Calbiochem 1/5000 
anti p-ERK (Ser660) 42/44 conejo 
MBL 
International 
Corporation 
1/5000 
anti-GAPDH 36 ratón GeneTex 1/100 
anti GCK (H-88) 50 conejo 
Santa cruz 
Biotechnology 
1/5000 
GCS-α-1 72 conejo Sigma-Aldrich 1/1000 
GCS-β-1 65 conejo 
Santa cruz 
Biotechnology 
1/2000 
GCS-α-2 82 cabra 
Santa cruz 
Biotechnology 
1/2000 
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anti GLP-2R 72 cabra 
Alpha 
Diagnostic 
1/1000 
anti GLUT-1 45-60 conejo Santa Cruz 1/1000 
anti GLUT-2 62 conejo Calbiochem 1/1000 
anti GSK3α/β 51/46 conejo Millipore 1/5000 
anti GSK3β 46 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti p-GSK3α/β (Ser 
21/9) 
51α/46β conejo Cell Signaling 1/1000 
anti IGF-1 95 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti IR 95 ratón Millipore 1/1000 
anti IRS-1 180 conejo Cell Signaling 1/5000 
anti p-IRS-1 (Ser 
636/639) 
180 conejo Cell Signaling 1/5000 
anti p-IRS-1 (Tyr612) 180 conejo Sigma Aldrich 1/5000 
anti mTor 289 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti p-mTor (Ser 2448) 289 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti PASK 170 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti PCG1α 113/38 ratón Millipore 1/1000 
anti Pi3K (p85) 85 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti p-Pi3K 
p85(Tyr458)/p55(Tyr199) 
60/85 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti P70s6k 70/85 conejo Cell Signaling 1/5000 
anti p-P70s6k (Thr389) 70/85 conejo Cell Signaling 1/1000 
anti PTEN 54 conejo Millipore 1/500 
anti ratón HRP  cabra 
Bethyl 
Laboratories 
1/5000 
anti p-ribosomal protein 
S6(Ser235) 
30 conejo Millipore 1/1000 
anti SREBP1 125/68 conejo Santa Cruz 1/1000 
 
 
4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los resultados fueron expresados como la media ± desviación estándar de 2 ó 3 
experimentos independientes realizados por duplicado, triplicado, cuadruplicado o 
sextuplicado, según los casos. Para las comparaciones estadísticas entre dos variables 
independientes que presentaron una distribución normal con varianzas iguales, se utilizó 
Tabla 2. Relación de los anticuerpos utilizados en las técnicas de inmunotranferencia, 
el animal huésped y la concentración requerida 
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la prueba t de Student para datos independientes (SPSS; IBM, versión 25). Diferencias con 
P<0,05 fueron consideradas estadísticamente significativas (*), con P<0,01. 
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1. EFECTO DE LA GLUCOSA Y DEL GLP-2 SOBRE LA 
PROLIFERACIÓN DE LOS ASTROCITOS. ESPECIFICIDAD DE LAS 
ACCIONES BIOLÓGICAS DEL GLP-2 
Como se muestra en la figura 13, la glucosa produjo un incremento dosis-
dependiente, y posiblemente bifásico, de la densidad celular que fue máxima en presencia de 
25 mM y un 66% mayor que la obtenida con 1,4 mM de glucosa. La adición de GLP-2 
produjo un efecto similar al obtenido en su ausencia, salvo en presencia de 15 y 20 mM de 
glucosa, en donde el GLP-2 produjo un incremento significativo adicional del número de 
células. 
Para descartar la posibilidad de que los efectos biológicos del GLP-2 pudieran ser 
mediados a través del GLP-1R, se midieron los efectos de ambos péptidos, y también de la 
Exendina-4 (agonista del GLP-1R), sobre la proliferación celular y la producción de AMPc. 
El GLP-2 incrementó muy significativamente la incorporación de [3H]timidina al ADN 
(figura 16), la densidad celular (figura 15A) y la concentración intracelular de AMPc (figura 
16A). Por el contrario, los efectos del GLP-1 y de la Exd-4 fueron nulos o significativamente 
inferiores a los obtenidos por el GLP-2. Además, la producción de AMPc inducida por GLP-
1+GLP-2 fue aproximadamente la media de la obtenida por cada uno de ellos (figura 16A). 
Resulta especialmente importante destacar que los efectos del GLP-2 sobre la densidad 
celular (figura 15B) y la producción de AMPc (figura 16B) fueron completamente abolidos 
en presencia de Exd (9-39), un reconocido antagonista del GLP-1R. 
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2. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL RECEPTOR DE GLP-2 
Dado que los resultados expuestos en esta tesis han sido realizados en cultivos 
celulares que tras aproximarse o alcanzar la confluencia fueron mantenidos en medio de 
cultivo exento de SBF por periodos de hasta 48 horas, un objetivo fue determinar el nivel de 
expresión del ARN mensajero del GLP-2R (ARNm/GLP-2R) al inicio de los diversos 
tratamientos. Como se observa en la figura 17, la expresión fue máxima en la primera 
valoración (figura 17a, ≈50% de confluencia al séptimo día de subcultivo) y disminuyó 
linealmente con el aumento del número de células, siendo aproximadamente un 50% menor 
cuando las células alcanzaron la subconfluencia (figura 17d). La retirada del SBF del medio 
de cultivo durante 48 h (figura 17e) produjo un descenso adicional de la expresión del 
ARNm/GLP-2R, hasta alcanzar un 25% del valor de referencia. 
Los estudios sobre la regulación de la expresión del ARNm/GLP-2R se iniciaron con 
la valoración de los efectos de la concentración de glucosa en ausencia y presencia de GLP-
2. Como se observa en la figura 18A, a las 4 horas de incubación, dicha expresión fue 
incrementada de forma dosis-dependiente hasta alcanzar un máximo en presencia de 17,5 
mM de glucosa, que fue 2,3 veces superior a la obtenida con la concentración usada como 
referencia (1,4 mM). La presencia de GLP-2 produjo un incremento adicional de la expresión 
(13%-50%) del ARNm en las células incubadas con medios conteniendo hasta 12,5 mM de 
glucosa, disminuyendo luego linealmente hasta igualarse los valores obtenidos en ausencia y 
presencia de GLP-2 en las células incubadas con 25 mM de glucosa. No obstante, cabe 
destacar que en los astrocitos mantenidos en medio con 17,5 mM de glucosa, la expresión 
fue un 15% inferior en presencia de GLP-2 que en su ausencia. 
Para comprobar si esta regulación negativa de la expresión del ARNm/GLP-2R era 
debida al tiempo de incubación, se realizaron experimentos en los que los astrocitos, 
mantenidos en un medio conteniendo 17,5 mM de glucosa, fueron tratados con GLP-2 
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durante 30 min y 18 horas. La figura 18B muestra que, a tiempos cortos, el GLP-2 produjo 
un 60% de incremento de la expresión del ARNm/GLP-2R. Sin embargo, a tiempos largos 
(figura 19), y a pesar de que las células fueron incubadas con diferentes dosis (entre 10-10 y 
10-6 M) de GLP-2, solo se obtuvieron efectos significativos (24% de disminución) sobre la 
expresión en presencia de 10 nM del péptido. 
Además de por su propio ligando, el efecto del IGF-1 sobre la regulación de la 
expresión del ARNm/GLP-2R también fue estudiado, presentando en relación al tiempo de 
incubación un comportamiento multifásico y cuyos valores fueron significativamente 
inferiores a los de los controles, salvo a las 3 horas de incubación, que fue un 25% mayor 
(figura 20A). A tiempos largos de incubación (18 horas, figura 20B), no se observaron 
diferencias significativas en la expresión del ARNm/GLP-2R entre las células incubadas en 
ausencia y presencia de IGF-1, ni tampoco cuando los astrocitos fueron incubados con IGF-
1+GLP-2. Asimismo, en presencia de elevadas concentraciones de glucosa (17,5 mM), los 
efectos a corto (30 minutos, figura 21A) y largo plazo (18 horas, figura 21B) de la insulina 
y diversos factores de crecimiento también fueron estudiados. Como puede observarse, la 
insulina ni la insulina+GLP-2 modificaron la expresión del ARNm/GLP-2R a ninguno de los 
tiempos estudiados. Sin embargo, el PDGF sí produjo efectos significativos, aunque de signo 
contrario dependiendo del tiempo de incubación: 45% de incremento a los 30 minutos y 40% 
de disminución a las 18 horas. La adición de PDGF+GLP-2 solo tuvo efectos significativos 
en las incubaciones a corto plazo, duplicando la expresión obtenida en las células control y 
elevando en un 50% la de las células incubadas con PDGF. A los 30 minutos de incubación, 
el IGF-2 produjo un 40% de incremento y el NGF un 25% de disminución de la expresión. 
La adición de GLP-2 no afectó a los astrocitos incubados con IGF-2, pero duplicó la 
expresión obtenida por el NGF (figura 21A).  El efecto del EGF, en ausencia y presencia de 
GLP-2, sobre la expresión del ARNm/GLP-2R fue valorado a las 18 horas de incubación y 
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como puede observarse, no hubo diferencias significativas entre las dos situaciones 
estudiadas y las células control (figura 21B). 
El efecto de la leptina y del NPY sobre la expresión del ARNm/GLP-2R fue estudiado 
a las 4 horas de incubación, en presencia de una muy baja concentración de glucosa (1,4 mM) 
y como se muestra en la figura 22, ambos péptidos causaron una disminución significativa 
(45% y 70%, respectivamente) de la expresión. 
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3. EFECTO DE LA GLUCOSA, EL GLP-2 Y LA INSULINA 
SOBRE LA EXPRESIÓN DE MARCADORES DE PROLIFERACIÓN Y 
DIFERENCIACIÓN 
Puesto que tanto la densidad celular como la expresión del ARNm/GLP-2R fueron dosis-
dependientemente incrementados por glucosa, el efecto de este azúcar sobre la expresión de 
determinados marcadores de proliferación, tales como pKi67, PCNA y c-FOS, fueron 
estudiados. Igualmente, dado que la insulina ha mostrado no modificar la expresión del 
ARNm/GLP-2R, los efectos de esta hormona también han sido estudiados y, en ciertos casos, 
comparados con los producidos por el GLP-2. 
La expresión de pKi67 presentó un comportamiento probablemente bifásico dependiente 
de la concentración de glucosa a las 2, 4 y 24 horas de incubación (figuras 23A, C y E), 
alcanzándose los máximos valores a las concentraciones 1,25; 2,5-5 y 15 mM, respectivamente, 
y los mínimos, a las concentraciones inmediatamente superiores ensayadas. En general, la 
presencia de insulina también produjo efectos bifásicos sobre la expresión de pKi67, pero 
revirtiendo los valores obtenidos en su ausencia (figuras 23B, D y F). 
La expresión de PCNA adoptó un comportamiento bifásico dependiente de glucosa a las 
2 horas de incubación, produciéndose los máximos efectos a las concentraciones 5 y 20 mM 
(figura 24A) y la insulina incrementó dicha expresión, salvo en presencia de la mayor 
concentración de glucosa (figura 24B). A las 4 horas de incubación (figura 24C), la mínima 
expresión se obtuvo en las células incubadas con 5 mM de glucosa y la insulina solo superó la 
expresión de sus respectivos controles a partir de esta concentración de glucosa (figura 24D).  
El efecto de la glucosa sobre la expresión de PCNA fue significativamente dependiente de la 
concentración (14 veces mayor con 20 mM que con 1,25 mM), a las 24 horas de incubación 
(figura 24E).  La insulina incrementó la expresión de PCNA solo en presencia de 15 mM de 
glucosa (figura 24F). 
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El efecto de la insulina y del GLP-2 sobre la expresión temprana de PCNA (hasta 60 min 
de incubación) fue determinada en presencia de dos concentraciones extremas de glucosa (0,5 
y 25 mM) y como se muestra en la figura 25, no se observaron diferencias significativas entre 
ningunas de las situaciones estudiadas. Sin embargo, en estas mismas condiciones 
experimentales, la expresión temprana de c-FOS, en ausencia y presencia de insulina o GLP-2, 
solo mostró diferencias significativas en las células mantenidas en 0,5 mM de glucosa (figura 
26). Tampoco se observaron diferencias en la expresión de c-FOS cuando los astrocitos fueron 
incubados durante 24 horas con diferentes concentraciones de glucosa, en ausencia o presencia 
de insulina o GLP-2 (figura 27). Sorprendentemente, la expresión de GFAP a las 24 horas de 
incubación fue un 25-40% menor en las células mantenidas con 5,5-25 mM de glucosa que con 
2,5 mM, sin que la adición de insulina o GLP-2 produjera efectos significativos (figura 28). 
Resultados 
85 
 
 
86 
 
 
Resultados 
87 
 
 
88 
 
 
Resultados 
89 
 
 
90 
 
4. EFECTO DE LA GLUCOSA, EL GLP-2 Y LA INSULINA SOBRE LA 
EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS IMPLICADAS EN EL METABOLISMO DE 
GLÍCIDOS Y LÍPIDOS 
Debido a los efectos de la glucosa, el GLP-2 y la insulina sobre la proliferación de los 
astrocitos en cultivo, hemos estudiado su papel en la homeostasis energética general mediante 
la cuantificación de la expresión de ciertas proteínas implicadas en el metabolismo de glícidos 
y lípidos. Así, la expresión de SREBP-1c en las células incubadas con 5,5 y 15 mM de glucosa 
durante 24 horas fue significativamente mayor que en las células control (2,5 mM), mientras 
que fue menor en las incubadas con 25 mM (figura 29A). El GLP-2 disminuyó la expresión del 
factor de transcripción de las células incubadas con 25 mM de glucosa, y la insulina, por su 
parte, aumentó la expresión de las células incubadas con 2,5 y 5,5 mM, la disminuyó en las 
incubadas con 15 mM y no hubo diferencia con las incubadas con 25 mM de glucosa (figura 
29B). 
La expresión de PCG-1α a las 24 horas de incubación fue significativamente mayor en 
las células incubadas con las más altas concentraciones de glucosa que en las incubadas con las 
más bajas (figura 30A). La insulina incrementó la expresión del PCG-1α de las células 
incubadas con 2,5 y 5,5 mM de glucosa y la disminuyó cuando la concentración fue más elevada. 
El GLP-2 solo incrementó significativamente la expresión del coactivador en las células 
incubadas con 5,5 mM de glucosa, mientras que la disminuyó en las células incubadas con 2,5 
y 25 mM de glucosa (figura 30B). 
En relación con el metabolismo de hidratos de carbono, se valoró la expresión de los 
transportadores de glucosa, GLUT-1 y GLUT-2 y de las enzimas GK y GAPDH. La glucosa no 
alteró la expresión de GLUT-1 a corto (2 horas) ni a largo plazo (24 horas) de incubación 
(figuras 31A y E) y la insulina incrementó la expresión del transportador en las células 
incubadas durante 2 horas con 20 mM de glucosa (figura 31B) y en las incubadas durante 24 
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horas con la más baja concentración, mientras que a este tiempo disminuyó la expresión de las 
incubadas con 20 mM de glucosa (figura 31F). A medio plazo (4 horas), la expresión fue 
dependiente de la concentración de glucosa, presentando el mínimo valor a 5,5 mM, para luego 
aumentar linealmente hasta alcanzar el efecto máximo en las células incubadas con 20 mM 
(figura 31C). A las 4 horas, la insulina tendió a disminuir la expresión de GLUT-1 en las células 
incubadas con las más bajas concentraciones de glucosa, presentando el mínimo valor en 
presencia de 5 mM. Luego aumento linealmente la expresión hasta alcanzar el máximo en las 
células incubadas con 15 mM, para volver a ser inferior a la de los controles incubados con 20 
mM de glucosa (figura 31D). 
La glucosa produjo un incremento significativo de la expresión de GLUT-2 a las 2 y 24 
horas de incubación (figuras 32A y C). La presencia de insulina durante 2 horas (figura 32B) 
incrementó la expresión solo en los astrocitos incubados con 2,5 y 5 mM de glucosa, mientras 
que a las 24 horas produjo un efecto trifásico sobre la expresión del GLP-2, alternando valores 
superiores con otros iguales o inferiores que los observados en los controles (figura 32 D). 
Curiosamente, la glucosa produjo una ligera, aunque no significativa, disminución de la 
expresión de GLUT-2 a las 18 horas de incubación (figura 32E). La adición de insulina y de 
GLP-2 produjeron un incremento lineal de la expresión del transportador a las concentraciones 
de glucosa estudiadas, siendo mayor el efecto del GLP-2 que el de la insulina (figura 32F). 
Además, a las 24 horas de incubación en presencia de 17,5 mM de glucosa (figura 32G), la 
expresión de GLUT-2 fue dosis-dependientemente incrementada por GLP-2, siendo 7,5 veces 
mayor en presencia de 1000 nM que en ausencia del péptido. 
A las 24 horas, la expresión de GK fue máxima en los astrocitos incubados con 5,5 mM 
de glucosa (figura 33 A). La adición de GLP-2 solo afectó (aumentando) la expresión de las 
células incubadas con 25 mM de glucosa, mientras que la insulina produjo un efecto parabólico 
sobre dicha expresión, siendo significativamente mayor en las células incubadas con 2,5 y 25 
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mM de glucosa y significativamente menor en las incubadas con 5,5 y 15 mM que en las células 
control (figura 33B). 
A las 24 horas de incubación, la expresión de GAPDH no se modificó ni por el aumento 
de la concentración de glucosa, ni por la adición de GLP-2 o de insulina, salvo cuando las células 
fueron expuestas a un medio conteniendo 25 mM de glucosa, en las que la expresión fue superior 
a la encontrada en presencia de menores concentraciones de glucosa (figura 34 A) y la insulina 
produjo un significativo descenso (figura 34B). 
A las 24 horas de incubación, la expresión de la ACC presentó un comportamiento 
parabólico en función de la concentración de glucosa, pero de distinto signo, dependiendo de la 
ausencia o presencia de GLP-2 o de insulina (figuras 35A y B). Además, en estas condiciones, 
el GLP-2, y en mayor medida la insulina, promovieron la expresión de la forma desfosforilada 
(figura 35C). 
En presencia de 0,5 mM de glucosa, se estudió el efecto del GLP-2 y de la insulina sobre 
la expresión de AMPK total y fosforilada. Como se observa en la figura 36A, se produjo un 
ligero curso-temporal incremento de la proteína total, aunque solo significativo a los 60 minutos 
de incubación. La adición de GLP-2 no produjo efecto alguno; sin embargo, la insulina elevó el 
contenido de esta proteína en los primeros 15 minutos de incubación, pero no más tarde (figura 
36B).  Por otra parte, el GLP-2 disminuyó la expresión de la forma fosforilada a los 30 minutos 
de incubación y la incrementó a los 60 minutos. La insulina también disminuyó la expresión de 
la AMPK fosforilada al inicio y la elevó al final del periodo de incubación (figura 36C). Cuando 
se determinó el efecto de la glucosa sobre la expresión de la AMPK total, una disminución y un 
aumento dosis-dependiente fueron observados a las 2 (figura 37A) y 24 horas (figura 38A) de 
incubación, respectivamente. El tratamiento con insulina afectó a la expresión, dependiendo del 
contenido en glucosa del medio a las 2 horas (figura 37B), y la disminuyó de manera dosis-
dependiente de glucosa a las 24 horas de incubación (figura 38B), mientras que la adición de 
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GLP-2 produjo un ligero incremento de la expresión en las células incubadas con las mayores 
concentraciones de glucosa ensayadas (figura 38B). 
La glucosa, el GLP-2 y la insulina, no modificaron la expresión de la PASK a las 24 
horas de incubación (figuras 39A y B). Sin embargo, la presencia de cicloheximida sí alteró el 
contenido total de PASK a las 24 horas de incubación, disminuyendo al aumentar la 
concentración de glucosa en el medio (figura 39C). La insulina y el GLP-2 también modificaron 
el contenido total de esta proteína en presencia de cicloheximida (figura 39 D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
94 
 
 
Resultados 
95 
 
 
96 
 
 
Resultados 
97 
 
98 
 
Resultados 
99 
 
 
100 
 
Resultados 
101 
 
102 
 
 
 
Resultados 
103 
 
5. EFECTO DE LA GLUCOSA, EL GLP-2 Y LA INSULINA 
SOBRE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS IMPLICADAS EN LA 
TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES INTRACELULARES 
La expresión del IR fue menor en presencia de las mayores concentraciones de glucosa 
que en la usada como referencia, tanto a los 5 minutos como a las 24 horas de incubación 
(figuras 40A y C). A los 5 minutos de incubación, la adición de insulina y de GLP-2 solo 
produjeron ligeras modificaciones de la expresión del IR en las células incubadas con bajas 
concentraciones de glucosa (figura 40B). mientras que a las 24 horas la insulina produjo la 
máxima disminución de la expresión en las células incubadas con las mayores concentraciones 
de glucosa (figura 40D). El GLP-2 también disminuyó la expresión del IR, salvo en presencia 
de 5,5 mM de glucosa (figura 40D). 
A los 5 minutos de incubación, la mayor expresión de IGF-1R fue observada en presencia 
de 5,5 y 15 mM de glucosa, disminuyendo hasta valores inferiores a los de los controles en las 
células incubadas con más alta concentración (figura 41A). Por el contrario, a las 24 horas, la 
expresión de IGF-1R fue máxima a la más baja concentración de glucosa usada (figura 41C). 
En general, la expresión fue igual o superior a la de los controles en las células tratadas con 
insulina y con GLP-2, salvo en presencia de 15 mM de glucosa, a los 5 minutos de incubación 
(figuras 41B y D). 
A los 5 minutos de incubación, la menor expresión del IRS-1 fue observada en las células 
incubadas con elevadas concentraciones de glucosa (figura 42A). En general, la adición de 
insulina produjo un nuevo incremento y la de GLP-2 no afectó a la expresión, salvo en las células 
incubadas con 5,5 mM de glucosa, en que ambos tratamientos produjeron una significativa 
disminución de la expresión comparada con la de los controles (figura 42B). La expresión de 
fosfo-IRS-1-Y612 fue creciendo ligeramente con el aumento de la concentración de glucosa, 
alcanzando un máximo en presencia de 15 mM y disminuyendo luego bruscamente hasta valores 
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de expresión de aproximadamente la mitad de la observada en las células control (figura 42C). 
La adición de insulina produjo un significativo incremento y la de GLP-2, un significativo 
descenso de la fosforilación en tirosina a los 5 minutos de incubación (figura 42D). En este 
corto periodo de tiempo, la expresión del fosfo-IRS-1-S636/639 fue decreciendo de manera 
dosis-dependiente con el aumento de la concentración de glucosa (figura 42E), sin que la 
adición de insulina o de GLP-2 produjera efecto alguno (figura 42F). A los 10 minutos de 
incubación, la expresión de IRS-1 aumentó ligeramente en presencia de la más alta 
concentración de glucosa (figura 43A). El GLP-2 no produjo efecto alguno y la insulina 
incrementó significativamente la expresión en las células incubadas con 2,5 y 15 mM de glucosa 
(figura 43B). Por otra parte, el efecto del GLP-2 y de la insulina sobre la expresión del IRS-1 
fosforilado en serina fue cualitativamente similar a los 10 minutos de incubación, 
disminuyéndola en presencia de 2,5 y 15 mM de glucosa y aumentándola en las células 
incubadas con 5,5 y 25 mM (figura 43C). A las 24 horas de incubación, 15 mM de glucosa 
produjo la máxima expresión de IRS-1 (figura 44A). El tratamiento con GLP-2 incrementó la 
expresión en las células incubadas con 5,5 y 15 mM de glucosa, mientras que la adición de 
insulina incrementó la expresión en las incubadas con 2,5 y 5,5 mM (figura 44B). Además, la 
expresión de IRS-1 fosforilada en serina fue incrementada por la insulina en las dos condiciones 
estudiadas, mientras que el GLP-2 solo la incrementó en las células mantenidas en 
normoglucemia (figura 44C). Cuando las células se estimularon en presencia de cicloheximida, 
no se observaron diferencias en la expresión del IRS-1, ni por la variación de la concentración 
de glucosa (figura 45A), ni por la adición de GLP-2 (figura 45B) a las 24 horas de incubación. 
Sin embargo, en las células estimuladas con insulina, la expresión fue siempre menor que la de 
sus respectivos controles y decreciendo de manera dosis-dependiente de la concentración de 
glucosa (figura 45B). 
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En presencia de 25 mM de glucosa, la expresión de la PI3K aumentó con el tiempo de 
exposición, siendo máxima a los 15 minutos de incubación (figura 46A), y la adición de insulina 
y GLP-2 solo incrementó la expresión al inicio del periodo experimental (figura 46B). Ambos 
péptidos también aumentaron la expresión de la forma fosforilada de la PI3K a los 15 min de 
incubación, para decaer de forma sostenida hasta situarse por debajo de los controles a los 60 
minutos (figura 46C). 
A las 24 horas de incubación, la expresión de Akt fue significativamente mayor en 
presencia de elevadas concentraciones de glucosa (figura 47A) e incrementada por el 
tratamiento con insulina y GLP-2, independientemente de la concentración de glucosa en el 
medio, salvo en las células mantenidas en 25 mM de glucosa (figura 47B). Además, la insulina 
incrementó la expresión de la forma fosforilada de la Akt (fosfo-Akt-S473), mientras que el 
GLP-2 la disminuyó (figura 47C). Por el contrario, en los astrocitos mantenidos durante 60 
minutos en medio conteniendo 0,5 mM de glucosa, la expresión de Akt fue significativamente 
menor en las células tratadas con GLP-2 y con insulina que en los controles, salvo a los 30 
minutos de incubación (figura 48). 
A las 24 horas de incubación, la menor expresión de la GSK3α fue observada en las 
células mantenidas en medio conteniendo 2,5 mM de glucosa, mientras que la expresión de la 
GSK3β fue máxima a esa misma concentración de glucosa (figuras 49A y C). El tratamiento 
con insulina incrementó la expresión de la GSK3α de los astrocitos incubados con 2,5 mM de 
glucosa, disminuyendo en las incubadas en presencia de 5,5 mM, como también ocurrió por la 
adición de GLP-2; ninguno de los tratamientos afectó la expresión de las células incubadas con 
mayores concentraciones de glucosa (figura 49B). Por el contrario, la expresión de la GSK3β 
fue incrementada por la insulina en las células incubadas con 15 mM de glucosa y por el GLP-
2 y la insulina, en las incubadas con 25 mM, sin que se afectaran las células mantenidas en otras 
condiciones (figura 49D). El nivel de fosforilación se determinó simultáneamente en las 
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isoformas α y β. A los 5 minutos (figura 50A), la expresión de la fosfo-GSK3αβ-S21/S9 fue 
máxima en las células incubadas con 5,5 mM de glucosa, disminuyendo luego linealmente hasta 
alcanzar la mínima expresión en presencia de 25 mM. A las 24 horas (figura 50C), la expresión 
presentó un máximo en las células mantenidas con 2,5 mM de glucosa y la menor en las 
incubadas con 15 mM. La insulina incrementó la fosforilación de GSK3 de las células incubadas 
con baja y muy alta concentración de glucosa durante 5minutos, sin afectar la expresión de las 
incubadas en otras condiciones, mientras que la adición de GLP-2 produjo una disminución de 
la fosforilación en todas las células, salvo en las incubadas con 25 mM de glucosa (figura 50B). 
A las 24 horas de incubación (figura 50D), la expresión de la fosfo-GSK3αβ de las células 
incubadas con insulina y GLP-2 fue menor que la de los controles mantenidos en presencia de 
5,5 mM de glucosa y mayor que la de los mantenidos con 15 mM. La insulina también 
incrementó la expresión de los astrocitos incubados con 25 mM de glucosa. 
A los 5 minutos de incubación, la expresión de mTOR experimentó un crecimiento dosis-
dependiente de la concentración de glucosa (figura 51A). La adición de GLP-2 incrementó la 
expresión en las células incubadas con 5,5 mM de glucosa, mientras que el tratamiento con 
insulina aumentó la expresión de mTOR independientemente de la concentración de glucosa en 
el medio (figura 51B). El GLP-2 y la insulina aumentaron la expresión relativa de la forma 
fosforilada de mTOR en presencia de 2,5 y de 25 mM de glucosa, siendo generalmente menor 
en las células incubadas con otras concentraciones de glucosa (figura 51C). En presencia de 25 
mM de glucosa, la expresión de mTOR fue significativamente mayor cuando se valoró a los 15-
60 minutos de incubación que a los 5 minutos (figura 52A). La adición de GLP-2 no tuvo efecto 
y el mayor efecto estimulador de la insulina fue observado a los 5 minutos de incubación (figura 
52B). La fosforilación de mTOR fue significativamente estimulada por la insulina y el GLP-2 a 
los 5 minutos de incubación, no teniendo efecto a los 15 y 30 minutos y disminuyendo ambos 
el contenido en mTOR fosforilado a los 60 minutos (figura 52C).  
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A las 24 horas de incubación, la expresión de mTOR disminuyó linealmente de manera 
dependiente de la concentración de glucosa (figura 53A). El tratamiento con GLP-2 o con 
insulina no modificó la expresión observada en las células control a ninguna de las 
concentraciones de glucosa ensayadas (figura 53B), pero sí afectó la expresión de la forma 
fosforilada. Así, la adición de GLP-2 o de insulina aumentaron la expresión de fosfo-mTOR-
S2448 de las células incubadas con 2,5 y 15 mM de glucosa, respectivamente, y la disminuyeron 
o no tuvieron efecto sobre las células mantenidas en presencia de otras concentraciones de 
glucosa (figura 53C). 
A las 24 horas de incubación, la mayor expresión de P70S6K fue observada en las células 
incubadas con 15 mM de glucosa (figura 54A). La adición de GLP-2 o de insulina disminuyó 
la expresión de la proteína total (figura 54B), y aumentó la expresión de la proteína fosforilada 
(figura 54C), respecto a la obtenida en los controles, independientemente de la concentración 
de glucosa en el medio. 
La máxima expresión de la S6, a las 24 horas de incubación, fue observada en las células 
incubadas con 2,5 mM de glucosa (figura 55A). La adición de insulina incrementó la expresión 
en las células incubadas con medios conteniendo hasta 15 mM de glucosa, pero la disminuyó 
respecto a las mantenidas en 25 mM. Por su parte, el GLP-2 produjo un efecto bifásico sobre la 
expresión de S6, alternando condiciones en las que producía incremento con otras en las que la 
expresión fue menor (figura 55B). El GLP-2 también produjo un efecto bifásico sobre la 
expresión de la fosfo-S6, pero de manera contraria al inducido sobre la proteína total, mientras 
que la insulina no modificó la expresión de la forma fosforilada (figura 55C). 
A los 5 minutos de incubación, la expresión de la ERK1/2 disminuyó con el aumento de 
la concentración de glucosa en el medio (figura 56A). El GLP-2 produjo una disminución 
adicional de la expresión de la proteína total en las células incubadas con 5,5 mM de glucosa, 
sin alterar la expresión de las células incubadas en otras condiciones. La insulina, por el 
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contrario, incrementó la expresión de la ERK1/2 en las células incubadas con 15 mM de glucosa, 
produciendo una significativa disminución en las incubadas con otras concentraciones de 
glucosa (figura 56B). Sin embargo, la expresión de fosfo-ERK1/2 fue significativamente mayor 
en los astrocitos tratados con insulina o GLP-2 que en los no tratados, independientemente de la 
concentración de glucosa presente en el medio (figura 56C). 
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6. EFECTO DE LA GLUCOSA, EL GLP-2, LA INSULINA, EL EGF Y LA 
FORSCOLINA (EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE GLP-2), SOBRE LA 
EXPRESIÓN GÉNICA (A NIVEL DE PROTEÍNA Y ARNm) DE LAS 
SUBUNIDADES α1, β1 Y α2 DE LA GUANILATO CICLASA SOLUBLE 
A las 24 horas de incubación, la expresión de las subunidades α1, β1 y α2 en la fracción 
celular total aumentó de forma dosis-dependiente de glucosa (figuras 57A, C y E). Como se 
observa en la figura 57B, el GLP-2 incrementó la expresión de la GCs α1 de las células 
incubadas con 5,5 mM de glucosa, mientras que la disminuyó o no produjo efecto en las demás 
condiciones estudiadas. Por el contrario, en presencia de insulina la expresión fue mayor que la 
de las células control, independientemente de la concentración de glucosa en el medio y el 
tratamiento con insulina+GLP-2 produjo un mayor efecto estimulador de la expresión que el 
obtenido por la insulina sola en presencia de 2,5 mM de glucosa, mientras que, en presencia de 
las demás concentraciones de glucosa estudiadas, el efecto obtenido fue menor. 
La expresión de la GCs β1 fue mayor en presencia de GLP-2 o de insulina que en su 
ausencia, salvo en la células mantenidas en 25 mM de glucosa, que fue significativamente menor 
(figura 57D). El tratamiento con insulina+GLP-2 revirtió completamente el efecto de la 
insulina, situando la expresión de la subunidad β1 al mismo nivel que el de las células incubadas 
con GLP-2 solo, independientemente de la concentración de glucosa en el medio. 
La figura 57F muestra que el GLP-2 tuvo un ligero efecto estimulador de la expresión 
de la GCs α2 en las células incubadas con 2,5 mM glucosa, no afectando a las células mantenidas 
con mayores concentraciones, salvo en aquellas expuestas a 25 mM de glucosa, en las que la 
expresión fue ligeramente inferior. La insulina ni tampoco la insulina+GLP-2 afectaron a la 
expresión, salvo en presencia de la más elevada concentración de glucosa, que fueron menores 
que la de los controles. 
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A la vista de los resultados descritos anteriormente, los siguientes experimentos se 
realizaron en presencia de la concentración fisiológica de glucosa (5,5 mM) durante diferentes 
tiempos de incubación. La expresión a nivel de proteína, de las subunidades α1 y β1, se 
determinó en la fracción celular total y también en la fracción citosólica. La expresión a nivel 
de ARNm se determinó en las subunidades α1, β1 y α2. 
La expresión del ARNm/GCs-α1 fue menor o igual que la de los controles, salvo a las 
16 horas de incubación que fue significativamente mayor (figura 58). La insulina, excepto a las 
4 horas de incubación, indujo un significativo incremento del ARNm, mientras que la adición 
de insulina+GLP-2 revirtió los efectos de la insulina en todos los tiempos estudiados. 
Con el fin de estudiar si los procesos de traducción y transcripción implicados en la 
expresión de la GCs-α1 coincidían en el tiempo, se determinó la expresión de la proteína en el 
mismo periodo de tiempo en que se valoró la formación de ARNm. Así, el GLP-2 produjo un 
incremento significativo de la expresión de la GCs-α1 que fue sostenido en el tiempo durante 
24 horas en la fracción total (figura 59A), pero no en la fracción citosólica (figura 59B). Como 
muestra la figura 59C, la insulina también incrementó la expresión de la GCs-α1 durante todo 
el periodo experimental en la fracción total y, salvo en la primera hora de incubación, este efecto 
fue revertido por la adición de insulina+GLP-2. Sin embargo, en la fracción citosólica (figura 
59D), la insulina solo incrementó la expresión a las 24 horas de incubación y también fue 
revertido por el tratamiento con insulina+GLP-2. 
Como se observa en la figura 60, la expresión del ARNm/GCs-β1 fue, salvo a las 16 
horas de incubación, reducida por el GLP-2. Por el contrario, la insulina aumentó la expresión 
de forma dependiente del tiempo de incubación y el tratamiento con insulina+GLP-2 anuló 
completamente los efectos obtenidos con la insulina. 
En la fracción celular total, la expresión de la GCs-β1 fue incrementada en las células 
incubadas con GLP-2 durante 1 y 4 horas (figura 61A) y en la fracción citosólica, también a las 
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24 horas (figura 61B). La insulina, excepto a las 16 horas, también incrementó la expresión de 
la GCs β1 en la fracción total y la adición de insulina+GLP-2 inhibió los efectos inducidos por 
esta hormona (figura 61C). En la fracción citosólica, la insulina disminuyó la expresión a las 
24 horas de incubación, que fue aún menor en presencia de insulina+GLP-2 (figura 61D). 
La expresión del ARNm/GCs-α2 inducida por GLP-2 mostró un carácter bifásico, siendo 
menor que la de los controles a 1 y 16 horas de incubación y mayor a las 4 y 24 horas (figura 
62). En presencia de insulina, el contenido de ARNm/GCs-α2 fue muy superior a la de los 
controles, salvo a las 4 horas en que fue significativamente inferior. La adición de 
insulina+GLP-2 produjo el mismo efecto que la insulina a los dos tiempos más cortos, pero 
bloqueó completamente la expresión a las 16 y 24 horas de incubación. 
La figura 63A muestra que el EGF redujo significativamente la expresión del 
ARNm/GCs-α1 a 1 y 4 horas de incubación y la aumentó a las 16 y 24 horas, mientras que la 
adición de EGF+GLP-2 produjo efectos opuestos a los del EGF a todos los tiempos. La 
expresión de la GCs-α1 en la fracción soluble inducida por EGF guardó cierta similitud con la 
expresión del ARNm (figura 63B), disminuyendo en las células incubadas durante periodos 
cortos y aumentando en aquellas incubadas durante los tiempos más largos. El tratamiento con 
EGF+GLP-2 durante 1 hora produjo un significativo incremento de la expresión de la GCs-α1, 
comparada con las células incubadas con EGF solo, pero a los demás tiempos la expresión fue 
siempre menor. 
Contrariamente a lo observado para la subunidad α1, los resultados obtenidos a nivel de 
proteína y de ARNm para la subunidad β1 no fueron concordantes. El tratamiento con EGF o 
con EGF+GLP-2 durante durante 1 y 16 no produjo efecto sobre la expresión del ARNm/GCs-
β1 (figura 63C). Sin embargo, a las 4 y 24 horas de incubación, el EGF redujo 
significativamente la expresión, siendo comparativamente con estas aún más reducida en las 
células tratadas con EGF+GLP-2 durante 4 horas y más elevada en las estimuladas durante 24 
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horas. Por el contrario, la expresión de la GCs-β1 en la fracción citosólica fue incrementada por 
el EGF en todos los tiempos ensayados (figura 63D) y la adición de EGF+GLP-2 produjo un 
nuevo incremento de la expresión, salvo a las 24 horas de incubación que fue significativamente 
menor. 
La expresión del ARNm de la GCs-α2 inducida por EGF siguió un comportamiento 
bifásico dependiente del tiempo de incubación (figura 63E), siendo menor que en los controles 
cuando las células se incubaron durante 1 y 16 horas y mayor en las incubadas durante 4 y 24 
horas. El tratamiento con EGF+GLP-2 siguió un comportamiento parabólico y solo en la 
primera hora de incubación la expresión del ARNm superó a la obtenida con EGF. 
La incubación de los astrocitos mantenidos en un medio de cultivo conteniendo 5,5 mM 
de glucosa con forscolina durante 1 hora incrementó la expresión del ARNm/GCs-α1 (figura 
64A), pero la disminuyó a mayores tiempos de incubación. El tratamiento con forskolina+GLP-
2 produjo diferentes efectos, dependiendo del tiempo de incubación. Por otra parte. la expresión 
del ARNm/GCs-β1 (figura 64B) fue incrementada en las células tratadas con forscolina durante 
1 y 4 horas y reducida en las tratadas durante 16 y 24 horas. El tratamiento con forskolina+GLP-
2 redujo el efecto de la forskolina a tiempos cortos y lo incrementó a tiempos largos. Finalmente, 
la expresión del ARNm/GCs-α2 (figura 64C) en las células tratadas con forskolina durante 1 
hora fue muy superior a la de los controles y significativamente menor en la incubadas durante 
periodos más largos. La simultanea adición de GLP-2 redujo el efecto de la forskolina en la 
primera hora de tratamiento y la aumentó en las incubaciones más largas. 
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Los astrocitos son probablemente la clase más importante de células gliales, pero no 
solo por su número, que puede llegar a representar la mitad de las células del cerebro, sino, 
especialmente, por la cantidad, complejidad e importancia de sus funciones. Los astrocitos 
regulan el procesamiento de la información sináptica, la plasticidad y la excitabilidad 
neuronal; el sistema de neurotransmisores y la homeostasis iónica. También dirigen la 
migración neuronal. Regulan el metabolismo energético, sirviendo de soporte metabólico a 
las neuronas. Además, contienen los mecanismos de destoxificación, de defensa contra el 
estrés oxidativo y de secuestro de metales. Asimismo, regulan el mantenimiento de la barrera 
hematoencefálica y la función inmune163.  
Por ello, el normal funcionamiento del sincitio que constituye la red astroglial es 
absolutamente necesario para mantener en buen estado la actividad cerebral. Además, las 
situaciones fisiopatológicas que alteran el equilibrio dinámico de este conjunto de células no 
solo afecta a la función de este órgano, sino también al individuo en su conjunto.  
Precísamente, debido a la creciente importancia que están adquiriendo los astrocitos 
en los estudios funcionales de diversas áreas cerebrales, este trabajo ha sido íntegramente 
realizado en cultivos primarios de este tipo celular, obtenidos a partir de corteza de neonatos 
de rata y que fueron, morfológica e inmunológicamente caracterizados como astrocitos de 
tipo I. 
1. LA GLUCOSA INDUCE LA PROLIFERACIÓN DE ASTROCITOS 
En general, los estudios previos del efecto de la glucosa sobre la proliferación de los 
astrocitos se han limitado a comparar dos concentraciones extremas, a veces denominadas 
como baja y alta glucosa y se ha descrito que aquellos que presentaban una capacidad 
disminuida de capturar glucosa, también mostraron una menor respuesta proliferadora179. 
Asimismo, se ha descrito que los cambios bruscos en las concentraciones de glucosa del 
 
 
medio pueden causar múltiples daños celulares y, en consecuencia, ser responsables de la 
inhibición de la proliferación de los astrocitos164. 
Por ello, el primer objetivo del presente trabajo fue determinar si las condiciones de 
crecimiento/mantenimiento de los cultivos primarios (5,5 mM de glucosa) y la variación de 
la concentración de glucosa en el medio de estimulación (1,4-25 mM), después de un periodo 
(1-2 horas) de privación total de la hexosa podrían tener algún efecto sobre la proliferación 
de los astrocitos.  
En nuestras condiciones, el incremento en el número de células se apreció incluso a 
la mayor concentración de glucosa ensayada. Estos resultados concuerdan con los de 
Kelleher et al.180, aunque sus estudios fueron realizados en anaerobiosis.  
2.  El GLP-2 INCREMENTA LA PROLIFERACIÓN DE LOS 
ASTROCITOS A ELEVADAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA  
Nuestro grupo había descrito previamente que el GLP-2 inducía la proliferación de 
los astrocitos de rata en cultivo173 y que este péptido presentaba efectos sinérgicos sobre la 
proliferación inducida por suero, EGF, PDGF, IGF-1, o por insulina174. Estos estudios se 
realizaron en células crecidas, mantenidas y estimuladas en medio DMEN/F-12, cuya 
concentración de glucosa es de 17,5 mM. Por ello, se estudió el efecto del GLP-2 sobre los 
astrocitos en presencia de un amplio rango de concentraciones de glucosa (figura 13). 
Curiosamente, el efecto del GLP-2 solo se observó en presencia de altas concentraciones de 
glucosa, incrementando la proliferación cuando las células se incubaron con 12-20 mM. Con 
25 mM de glucosa, el GLP-2 indujo mortalidad, probablemente por superar la capacidad de 
la placa de cultivo. Este comportamiento de los astrocitos, en respuesta a la presencia de otros 
mitógenos ya ha sido descrita anteriormente por nuestro grupo175.  
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3. El GLP-2 EJERCE SUS ACCIONES BIOLÓGICAS A TRAVÉS DE SU 
PROPIO RECEPTOR 
Se ha descrito que para atenuar la atrofia de la mucosa intestinal en ratones con 
alimentación parenteral total, el GLP-2 no ejerce sus efectos a través de su propio receptor, 
sino mediante el receptor funcional de EGF181. Por otro lado, se ha descrito que el efecto 
estimulador de la glucosa sobre la proliferación de las líneas celulares BxPC-3 y Panc-1 (de 
cáncer de páncreas humano) es mediado por la inducción de la expresión de EGF y la 
transactivación del EGFR182 y que la expresión del EGFR está dismuinuida en los astrocitos 
incapaces de capturar glucosa y, en consecuencia, tienen disminuida su capacidad de 
proliferación179. Por otra parte, la posible existencia en astrocitos de un control recíproco 
entre GLP-2 e IGF-1 y sus respectivos receptores ya había sido dscrito por nuestro grupo174. 
Puesto que los astrocitos también presentan receptores para GLP-1 (GLP-1R)183 y 
dada la elevada homología que existe con el GLP-2R80, además de la que presentan los 
respectivos ligandos, en este trabajo hemos diseñado experimentos destinados a evaluar si el 
GLP-2 actuaba a través de su propio receptor y compararlos con los efectos biológicos del 
GLP-1 en los astrocitos (figuras 14-16). Efectivamente, los resultados de la incorporación 
de [3H]-timidina al ADN, de la cuantificación del número de células y de la producción de 
AMPc así lo indican. Asimismo, los resultados aquí presentados confirman otros previos de 
nuestro grupo demostrando que la exendina (9-39) también es un antagonista del GLP-2R128. 
4.  LA EXPRESIÓN DEL GEN DEL GLP-2R EN LOS ASTROCITOS 
PUEDE SER REGULADA POR GLUCOSA Y OTROS FACTORES  
Puesto que los efectos biológicos del GLP-2 en los astrocitos de rata en cultivo fueron 
mediados a través de su propio receptor, en esta tesis se ha estudiado si determinadas 
condiciones experimentales podrían modular la expresión del ARN mensajero del GLP-2R. 
 
 
Se ha demostrado que la expresión disminuye con la edad del subcultivo, siendo mínima 
cuando la capacidad de proliferación celular está muy disminuida (figura 17). Dado que no 
hay datos conocidos sobre la expresión del GLP-2R en células aisladas, nuestros resultados 
solo pueden comparase con los obtenidos in vivo. Así, en cerdo y rata, los niveles del 
ARNm/GLP-2R fueron comparativamente más altos en el intestino fetal y neonatal que en el 
adulto184,185. 
Previamente, nuestro grupo había descrito que el suero desnaturalizado incrementaba 
la transcripción del gen de este receptor, presentando efectos máximos dependientes de 
tiempo y de concentración174. En esta tesis se describe por primera vez que la glucosa regula 
la expresión del ARNm/GLP-2R y que, a las 4 horas de incubación, los valores máximos se 
obtuvieron con con 17,5 mM de glucosa (figura 18A). No tenemos una explicación 
consistente para este hecho, salvo que el número de receptores de GLP-2, además de estar 
implicados en los procesos de estimulación de la proliferación, de la inhibición de la 
apoptosis y en las fases S y G2-M del ciclo celular de los astrocitos173, estén envueltos en 
otros procesos aun no bien conocidos.  
Además, se estudiaron los efectos directos del tratamiento de los astrocitos con GLP-
2 sobre la expresión del ARNm/GLP-2R (figura 18A). Los resultados fueron diferentes 
(aumentando, disminuyendo o sin efecto) dependiendo de la concentración de glucosa en el 
medio y del tiempo de incubación (figura 18B). Una respuesta en parte equiparable 
(diferencias en función del tiempo de incubación y la concentración de SBF desnaturalizado) 
había sido observada previamente en estas mismas células174. Más estudios serán necesarios 
realizar para determinar el principal papel de los GLP-2R en los astrocitos.  
Por otra parte, se ha descrito el efecto de nutrientes que incrementan los niveles 
plasmáticos de GLP-2 sobre la expresión del GLP-2R. Los resultados han sido 
contradictorios, pues mientras la dieta con alto contenido en grasas incrementó la expresión 
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del receptor en el intestino de ratón76, la alimentación enteral produjo una disminución de la 
expresión del ARNm/GLP-2R en el intestino delgado de cerdos durante el desarrollo186 y la 
dieta suplementada con peptina no modificó los niveles del ARNm/GLP-2R en el intestino 
delgado de rata187. 
En estudios con modelos animales también se ha descrito este contradictorio 
comportamiento. En cerdos hembras de 21 días de edad, la administración intraperitoneal de 
GLP-2 produjo una disminución de la expresión del ARNm del GLP-2R y del número de 
células GLP-2R positivas en el íleon188, el GLP-2 también disminuyó la expresión del 
ARNm/GLP-2R en el yeyuno de ratas con el síndrome de intestino corto, pero no en ratas 
con resección del intestino distal47. Por el contrario, el tratamiento con un inhibidor de la DPP 
incrementó la expresión del GLP-2R en las células de las criptas de ratones con síndrome de 
intestino corto27. 
Aunque una relación reciproca entre el IGF-1, el GLP-2 y sus respectivos receptores 
ha sido previamente descrita en astrocitos incubados con suero desnaturalizado174, en general, 
la regulación de la expresión del GLP-2R sigue siendo muy poco conocida. En el ileon de 
cerdos tratados con LPS se ha descrito un ligero aumento de la expresión del GLP-2R que 
fue revertida hasta el nivel de los animales control tras la administración de GLP-234. 
En esta tesis se han abordado, por primera vez, el estudio de los efectos de ciertos 
factores de crecimiento (IGF-1, PDGF, IGF-2, NGF, EGF), hormonas (insulina, leptina) y 
neuropéptidos (NPY), sobre la expresión del ARNm/GLP-2R en los astrocitos (figuras 20-
22). Las condiciones experimentales fueron diferentes en cuanto al tiempo de estimulación, 
la concentración de glucosa y la presencia de GLP-2. Los resultados más llamativos fueron 
los siguientes: a) IGF-1, NGF, Leptina y NPY inhibieron la expresión a tiempos cortos; b) 
PDGF disminuyó la expresión a tiempos largos; c) PDGF e IGF-2 incrementaron la expresión 
 
 
a tiempos cortos; d) ausencia de efectos de la insulina y del EGF; e) GLP-2 incrementó la 
expresión de las células tratadas con PDGF y NGF.   
5. LA GLUCOSA MODIFICA LA EXPRESIÓN DE PROTEINAS 
IMPLICADAS EN LA PROLIFERACIÓN, LA SUPERVIVENCIA Y LA 
DIFERENCIACIÓN CELULARES. EFECTOS DE LA INSULINA Y DEL GLP-2  
Puesto que tanto la densidad celular como la expresión del ARNm del GLP-2R fueron 
dosis-dependientemente incrementados por glucosa, los efectos de este azúcar sobre la 
expresión de pKi-67, PCNA, c-FOS y GFAP fueron estudiados (figuras 23-28). Nuestros 
resultados muestran que los niveles de expresión fueron dependientes de la concentración de 
glucosa y/o del tiempo de incubación, y podrían estar de acuerdo con otros, también 
obtenidos en cultivos primarios de astrocitos de rata, en los que la proliferación, medida por 
la expresión de pKi-67, diminuyó al privar las células de oxígeno y glucosa190 y, en parte, 
con aquellos en los que la inyección aguda de glucosa indujo la activación de los astrocitos 
del núcleo arcuato de rata y la expresión de c-FOS y GFAP191. 
Se ha descrito que la insulina incrementa de manera dosis-dependiente la 
proliferación de los astrocitos humanos192. Por ello, dado que la insulina no modificó la 
expresión del ARNm del GLP-2R en nuestras células, los efectos de esta hormona sobre los 
marcadores indicados también fueron estudiados. En determinadas condiciones 
experimentales, la insulina incrementó la expresión de pKi-67 y PCNA. Estos resultados son 
comparables con los obtenidos en el hipocampo de ratas diabéticas, en donde la expresión de 
las células pKi-67 positivas fue mayor que en las controles193.  
Se ha descrito previamente que los niveles de GFAP en los astrocitos del núcleo 
arcuato del hipotálamo de ratas diabéticas disminuyeron en la misma proporción que lo hizo 
el número de células194; también que la insulina (añadida junto a otros mitógenos) incrementó 
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la expresión de GFAP195 y de c-FOS175 en los astrocitos. Sin embargo, en las condiciones 
experimentales de la presente tesis, la insulina solo alteró ligeramente la expresión de c-FOS 
(figura 26) y no modificó la de GFAP (figura 28).  
Con anterioridad nuestro grupo174 había descrito que el GLP-2 incrementaba la 
expresión de PCNA, c-FOS y GFAP en los cultivos primarios de astrocitos en presencia de 
alta glucosa (17,5 mM) y suero desnaturalizado. Sin embargo, en las específicas condiciones 
experimentales de la presente tesis (figuras 25-28), los efectos del GLP-2 sobre la expresión 
de PCNA, c-FOS y GFAP fueron poco significativos. No obstante, experimentos valorando 
la expresión de c-FOS fosforilado podrían ser de gran interés para conocer mejor el efecto 
del GLP-2 sobre la proliferación de los astrocitos.  
6.  PAPEL DE LA GLUCOSA, EL GLP-2 Y LA INSULINA SOBRE LA 
EXPRESIÓN DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN, COACTIVADORES Y 
SENSORES METABÓLICOS 
En respuesta a los mitógenos, la fase G2 del ciclo celular se caracteriza por un 
incremento del metabolismo general, lo que permite producir la cantidad de moléculas 
necesarias para el desarrollo de las dos células hijas. Puesto que el medio de cultivo dispone 
de los sillares moleculares fundamentales para su síntesis, los astrocitos deben obtener la 
energía necesaria para tal fin de la degradación de la glucosa. Efectivamente, baja 
concentración de glucosa puede causar la parada del ciclo celular en la fase G1196. Por el 
contrario, el incremento del metabolismo de la glucosa ha mostrado ser esencial para la 
puesta en marcha de la maquinaria molecular que induce la proliferación de los astrocitos197.  
El incremento del metabolismo de la glucosa en los astrocitos es rápidamente 
inducido por la insulina y el IGF-1. Sin embargo, puesto que la cantidad de glucosa utilizada 
por estas células en los procesos celulares dependientes de energía, que son inducidos por la 
 
 
insulina, es mayor que la cantidad capturada, el contenido neto de glucosa en su interior 
disminuye también rápidamente198. 
Aunque in vivo el ATP generado por los astrocitos a partir de la glucosa proviene casi 
exclusivamente de la glucolisis199 (el lactato liberado será usado por las neuronas durante la 
respiración celular), en los experimentos que aquí se describen, cultivos prácticamente puros 
de astrocitos, probablemente altas concentraciones extracelulares de lactato podrían 
condicionar, al menos en parte, la fisiología celular200. Además, se ha descrito que, 
independientemente de la concentración de glucosa en el medio, la insulina no afecta a la 
secreción de lactato en los astrocitos humanos192, por lo que quizás fuera necesaria la 
presencia de neuronas para determinar el papel de la insulina sobre la secreción de lactato en 
estas células192.  
Por otra parte, también se ha descrito que los astrocitos sintetizan los lípidos que 
utilizan las neuronas para la formación y función de las sinpasis201. Puesto que el GLP-2 
también puede ser considerado como un mitógeno que induce la puesta en marcha del ciclo 
celular en los astrocitos173, un objetivo de esta tesis ha sido estudiar los efectos de la glucosa, 
la insulina y el GLP-2 sobre la expresión de proteínas implicadas en el metabolismo de 
hidratos de carbono y de lípidos, incluyendo factores y coactivadores de la transcripción, 
sensores y reguladores metabólicos. 
La familia de factores de transcripción SREBP (SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2), 
implicados en el control de la expresión de las enzimas clave de la síntesis de lípidos, están 
presentes en los astrocitos, pero no en las neuronas201. La expresión de SREBP-1c es inducida 
por insulina, glucosa y ácidos grasos en diversos tipos celulares y se altera en ciertas 
condiciones fisiopatológicas como la diabetes y los trastornos nutricionales202. Nuestros 
resultados indican que la glucosa (a elevadas concentraciones) y la insulina (a bajas 
concentraciones de glucosa), pero no el GLP-2, incrementaron la expresión de SREBP-1c en 
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los astrocitos de corteza de rata en cultivo a las 24 horas de incubación (figura 29). En hígado, 
la fosforilación dependiente de AMPK inhibe la formación de la SREBP-1c activa y, por 
tanto, la expresión de sus genes diana, disminuyendo la lipogénesis y la acumulación de 
lípidos inducida por altas concentraciones de glucosa203; la expresión de tales genes también 
es inhibida por la fosforilación dependiente de GSK3 que induce la proteólisis del factor de 
transcripción activo en situaciones de ayuno prolongado o deficiencia de insulina204; 
asimismo, se ha descrito que la fosforilación dependiente de ciertos miembros de la familia 
de las MAPKs también produce alteraciones en el metabolismo de lípidos205. 
PGC-1 (PGC-1α y PGC1β) son una familia de coactivadores transcripcionales que 
median las señales nutricionales y hormonales con el metabolismo energético206, incluyendo 
el metabolismo de la glucosa y de los ácidos grasos207. La señalización mediada por PGC-1α 
es inducida por AMPK y en los astrocitos la acción coordinada de ambos regula las respuestas 
frente a los daños metabólico y oxidativo208. Nuestros resultados muestran que las más 
elevadas concentraciones de glucosa aumentan la expresión de PGC-1α de los astrocitos, 
mientras que la insulina lo hace a bajas concentraciones de glucosa y el GLP-2 solo en 
normoglucemia (figura 30). 
AMPK es un sensor que detecta el estrés metabólico y mantiene la homeostasis 
celular209,210. Es una proteína heterotrimérica constituida por una subunidad catalítica y dos 
subunidades reguladoras. La actividad de la AMPK depende de la unión antagónica de los 
nucleótidos AMP y ATP a sendos sitios en la subunidad γ reguladora. La unión de AMP 
activa las rutas catabólicas productoras de ATP (captura de glucosa, glicolisis, oxidación de 
ácidos grasos, biogénesis mitocondrial), mientras inhibe las rutas biositéticas (gluco- y 
glucogenogénesis, síntesis de ácidos grasos y de colesterol y proteinogénesis) y otros 
procesos consumidores de energía, incluyendo la proliferación celular211,212. En nuestras 
células, la máxima expresión de la AMPK, a las 24 horas de incubación, se obtuvo con las 
 
 
más elevadas concentraciones de glucosa (figura 38A). La insulina produjo un incremento 
adicional solo a bajas concentraciones de glucosa, mientras que el GLP-2 incrementó la 
expresión de las células incubadas con las más elevadas concentraciones de glucosa (figura 
38B).  
A la vista de los resultados obtenidos, todo parece indicar que, a las 24 horas de 
incubación, la expresión de SREBP-1c, PGC-1α y AMPK sigue un patrón común en los 
astrocitos, que podría considerarse dependiente de la concentración de glucosa. Asimismo, 
este nivel “basal” de expresión parece ser “compensado” por la presencia de insulina, pero 
no por la de GLP-2. Esta elevación de la expresión dependiente de glucosa y sostenida a largo 
plazo podría indicar lo siguiente: a las 24 horas, los astrocitos han entrado en la fase G2 del 
ciclo celular173, por lo que hay una elevada concentración de enzimas (dianas directas de 
SREBP-1c e indirectas de PGC-1α) responsables de la síntesis de los lípidos de membrana y 
de otros componentes celulares, a partir de la glucosa del medio, necesarios para la división 
celular. En este tiempo, elevados niveles de AMPK podrían actuar de inductores de 
proliferación, ya que como se ha descrito en glioblastomas humanos, la activación continuada 
de la AMPK no parece estar restringida a la producción del ATP necesario para mantener la 
elevada tasa de división celular, sino que también está implicada en el control de la 
proliferación213. 
PASK (Per-Arnt-Sim Kinase) es un sensor de nutrientes que parece estar implicado 
en la regulación del metabolismo de la glucosa y de lípidos214. Se ha descrito que su expresión 
en ciertas áreas hipotalámicas está regulada bajo condiciones de ayuno/realimentación y que 
podría mediar la señalización del GLP-1, en las que también participa AMPK215. Sin 
embargo, a las 24 horas de incubación, la expresión de PASK en los astrocitos de corteza no 
fue afectada bajo ninguna de las condiciones experimentales estudiadas (figuras 39A y B). 
Con el fin de determinar si la proteína sintetizada tenía una larga vida media, la expresión de 
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PASK fue valorada en las células preincubadas con cicloheximida, siendo muy baja o casi 
indetectable en presencia de las mayores concentraciones de glucosa. Los efectos de la 
insulina y del GLP-2 sobre la degradación de la PASK fueron dependientes de glucosa 
(figuras 39C y D). Nuevos experimentos deben ser diseñados para dar respuesta a estos 
resultados.  
Ha sido mencionado anteriormente el papel de AMPK en el control del metabolismo 
energético. Por ello, hemos estudiamos los niveles de expresión de la proteína total en los 
astrocitos incubados, durante 2 horas (fase G0/G1 del ciclo celular), con un amplio rango de 
concentraciones de glucosa. Como cabría esperar, la expresión disminuyó significativamente 
con el aumento de la glucosa presente en el medio, mientras que la insulina tuvo una 
influencia menor (figura 37). Nuestros resultados parecen indicar que le relación AMP/ATP 
también podría estar implicada en el control a corto plazo de la expresión de AMPK en los 
astrocitos.  
Para profundizar en esta hipótesis, los astrocitos fueron incubados en medio 
conteniendo una muy baja concentración de glucosa (0,5 mM) por un periodo de tiempo de 
hasta 60 minutos. Efectivamente, la expresión aumentó linealmente con el tiempo de 
incubación. La insulina (no el GLP-2) produjo un incremento adicional solo en los primeros 
15 minutos (figura 36A y B). Estos resultados sugieren que la insulina estimula la traducción 
de los ARNm previamente formados. 
AMPK también se activa por fosforilación de la T-172 de la subunidad α catalítica 
mediante ciertas AMPKK: LKB1 (Quinasa Hepática B1), CaMKK (Calcio calmodulina-
dependente proteina quinasa quinasa) y, probablemente, por TAK1 (factor de crecimiento 
transformante beta 1), un miembro de la familia MAPKKK (proteina quinasa quinasa quinasa 
activada por mitógenos)216. La fosforilación y la desfosforilación/inactivación son inducidas 
por hormonas y otros factores; por ello, estudiamos el curso temporal del efecto de la insulina 
 
 
(y del GLP2) sobre la expresión de la forma fosforilada de AMPK. Ambos tratamientos 
produjeron un efecto similar. En los primeros 30 minutos, la proteína presente está 
desfosforida y, probablemente, activa por unión del modulador positivo (AMP). 
Sorprendentemente, a los 60 minutos, en presencia de insulina (y de GLP-2), la forma 
fosforilada duplicó la de los controles. Probablemente, la señalización de la insulina, 
incluyendo la activación de fosfatasas, se encuentre alterada en las condiciones celulares de 
muy baja concentración de glucosa. 
7. PAPEL DE LA GLUCOSA, EL GLP-2 Y LA INSULINA SOBRE LA 
EXPRESIÓN DE LA ACETIL-COENZIMA A 
Además de por la presencia de moduladores alostéricos positivos (citrato) y negativos 
(palmitoil-CoA), la acetil coenzima A carboxilasa (ACC), enzima responsable de la síntesis 
de malonil-CoA, es regulada por modificación covalente. La fosforilación dependiente de 
AMPK induce la inactivación de la ACC217. No obstante, el efecto directo de la concentración 
de glucosa sobre la expresión de la ACC de los astrocitos de corteza es poco conocido. 
Además, el efecto de la insulina, y aun menos el del GLP-2, bajo estas circunstancias, no ha 
sido estudiado todavía. En este trabajo, hemos valorado la expresión de la ACC a las 24 horas 
de incubación y también el grado de fosforilación de la proteína, con el fin de determinar la 
proporción de la forma inactiva presente. Nuestros resultados muestran que el nivel más bajo 
de expresión fue obtenido en condiciones de normoglucemia (figura 35A). La insulina 
produjo un incremento adicional de la expresión de la ACC independientemente de la 
concentración de glucosa (figura 35B). Además, la mayor parte de la misma estaba 
desfosforilada y, por tanto, activa (figura 23 35C). En general, el GLP-2 también estimuló 
en parte la expresión de la forma desfosforilada de la ACC. Estos resultados sugieren que, en 
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la fase G2 del ciclo celular, la insulina (y probablemente también el GLP-2) están 
promoviendo la síntesis de ácidos grasos a partir de la glucosa en los astrocitos.  
8. PAPEL DE LA GLUCOSA, EL GLP-2 Y LA INSULINA SOBRE LA 
EXPRESIÓN DE TRANSPORTADORES Y ENZIMAS IMPLICADAS EN EL 
METABOLISMO DE LA GLUCOSA  
Es ampliamente reconocido que la glucosa es la principal fuente de energía en el 
cerebro y que los astrocitos cumplen un papel fundamental en el mantenimiento de la 
homeostasis energética, en general, y de la glucosa, en particular, dado que estas células son 
las únicas responsables del metabolismo del glucógeno198. 
Aunque el GLUT-1 parece ser responsable del transporte de glucosa a través de la 
barrera hematoencefálica218, recientemente, el estudio en los astrocitos de la expresión de los 
transportadores de glucosa ha cobrado mucho interés. Como en la mayoría de las áreas y 
tipos celulares del SNC, en general se asume que GLUT-1 y GLUT-3 son los transportadores 
de glucosa más abundantes en los astrocitos, mientras que la expresión de GLUT-2 y GLUT-
4 es muy baja o, incluso, indetectable128,192,198. No obstante, en relación a la importancia de 
GLUT-3 en estas células no existe verdadero consenso. Así, mientras en los astrocitos 
humanos ha sido considerado como el principal transportador de glucosa, que se detecta 
incluso en condiciones basales192, en los astrocitos de rata en cultivo está ausente en 
condiciones normales y solo aumenta su expresión en situaciones de hipoglucemia y 
deficiencia de oxígeno (circunstancias que concurren en la isquemia cerebral), y en las células 
tratadas con endotoxinas que elevan la producción de óxido nítrico (NO), confiriéndole un 
papel neuroprotector al aumento de la captura de glucosa por el GLUT-3219. En nuestras 
condiciones experimentales, la expresión de GLUT-3 no fue detectada (resultados no 
mostrados).  
 
 
Se ha descrito que la desnutrición induce el aumento de la expresión de GLUT-1 en 
corteza cerebral de ratas lactantes220 y que la inhibición de la comunicación celular entre los 
astrocitos incrementa el transporte de glucosa a través del aumento de GLUT-1 en la 
membrana plasmática197. Sin embargo, el efecto directo de la glucosa sobre la expresión de 
GLUT-1 en astrocitos aun no ha sido estudiado. Por ello, uno de los objetivos de est e trabajo 
fue abordar esta cuestión utilizando un amplio rango de concentraciones de glucosa. 
Variaciones significativas solo fueron determinadas a las 4 horas, en donde los niveles más 
bajos fueron encontrados en las células incubadas en condiciones de normoglucemia y los 
mayores niveles de expresión, en los astrocitos incubados con 20 mM de glucosa (figura 
31C). 
Con relación a la insulina nuestros resultados fueron ciertamente interesantes: esta 
hormona incrementó la expresión de GLUT-1 en las células incubadas con menos cantidad 
de glucosa a medida que aumentaba el tiempo de incubación (figuras 31B, D y F), lo que 
podría estar relacionado con las necesidades energéticas, de almacenamiento de glucógeno 
y/o de la síntesis de componentes celulares, en repuesta a la actividad mitogénica de la 
insulina. No se han descrito resultados con los que poder establecer una comparación. No 
obstante, se ha descrito que la entrada de glucosa en astrocitos a través de los diferentes 
GLUTs estudiados no fue afectada por el tratamiento conjunto con insulina e IGF-1, a pesar 
de que los niveles citosólicos de glucosa disminuyeron significativamente por el aumento del 
metabolismo de la glucosa, incluyendo la síntesis de glucógeno198. 
El GLUT-2 y la glucoquinasa (GK, hexoquinasa IV), abundantes en hígado y 
páncreas endocrino221, han sido caracterizados como parte de un sistema sensor de glucosa 
presente en determinadas áreas hipotalámicas que rigen la ingesta de alimentos222, en las que 
también parecen estar involucrados los astrocitos162,191. Sin embargo, no se conoce si este 
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sistema sensor de glucosa opera también en los astrocitos de la corteza cerebral. Por esta 
razón, nos pareció interesante su estudio en nuestro modelo de astrocitos en cultivo. 
Nuestros resultados muestran, por primera vez, que el sistema GLUT-2/GK se 
expresa en los astrocitos de corteza cerebral de rata en cultivo. Durante las fases G0/G1 (2 
horas) y G2 (24 horas) del ciclo celular, la expresión de GLUT-2 fue mayor en presencia de 
las más elevadas concentraciones de glucosa (figuras 32A y C). Sin embargo, a las 18 horas, 
durante la fase S del ciclo celular, la expresión de GLUT-2 experimentó una ligera 
disminución, aunque no significativa (figura 32E). El efecto de la insulina fue dependiente 
del tiempo de exposición y de la concentración de glucosa presente en el medio (figuras 32B 
y D); pero, en cualquier caso, las variariones en la expresión de GLUT-2 fueron siempre más 
significativas que las observadas con GLUT-1. Probablemente la glucosa que entra en las 
células a través del GLUT-2, cuya expresión, a las 24 horas, es precisamente inducida de 
manera más significativa por la insulina a baja y alta concentración de glucosa, sea destinada 
a la lucha contra el estrés oxidativo causado por la posible baja producción de ATP179 o por 
el cambio brusco de concentración de glucosa en el medio164. Ambas situaciones podrían 
activar vías de señalización responsables de la inhibición de la proliferación de los astrocitos. 
Ha sido mostrado que la administración exógena de GLP-247 o el tratamiento con un 
inhibidor de la DPP-IV27 induce la expresión del GLUT-2 en animales con resección 
intestinal o con el síndrome de intestino corto. Nuestros resultados describen, por primera 
vez, el efecto directo del GLP-2 sobre la expresión del GLUT-2 en astrocitos de rata en 
cultivo. A las 18 horas, el incremento de la expresión fue dependiente de la concentración de 
glucosa y siempre mayor que el inducido por la insulina (figura 32F). Además, en presencia 
de la más alta concentración de glucosa, el efecto del GLP-2 fue dosis-dependiente (figura 
32G). No sabemos con claridad que pueden significar estos resultados, salvo que las células 
incubadas con GLP-2, en la fase G2 del ciclo celular mantengan sobreactivada la ruta de las 
 
 
pentosas que produce el NADPH necesario para la síntesis de lípidos (la ACC está activada, 
figura 35), pero también para restablecer los daños causados por los altos niveles de 
glucosa183. Estudios valorando diversos parámetros implicados en el estrés oxidativo abrirán 
nuevos caminos en este sentido.  
Se ha descrito que la inhibición de la comunicación celular, además de incrementar 
la captura de glucosa, induce cambios de localización de la hexoquinasa I y el incremento de 
la expresión de la hexoquinasa II en los astrocitos197. Sin embargo, nuestros resultados 
demuestran que, a las 24 horas de incubación, la expresión de la GK es significativamente 
menor en presencia de las más altas concentraciones de glucosa (figura 33A). 
Sorprendentemente, la insulina incrementó la expresión de la GK solo en presencia de baja 
y muy alta concentración de glucosa, mientras que fue significativamente menor que la de 
los controles en presencia de concentraciones intermedias de glucosa. Por su parte, el GLP-
2 elevó la expresión de la GK solo en presencia de concentraciones de glucosa muy elevadas.  
Estos resultados reflejan el diverso papel que desempeñan las diferentes hexoquinasas 
en los astrocitos, probablemente relacionados con los múltiples destinos de la glucosa en 
estas células y dependiendo de la concentración del azúcar, de la presencia de mitógenos y 
del tiempo de exposición a los mismos. Nuevos experimentos deberán hacerse para dar 
respuesta a las múltiples preguntas que surgen a la vista de estos resultados. Algunas de las 
preguntas solo obtendrán una respuesta más fisiológica cuando esos estudios se realicen en 
co-cultivos de neuronas y astrocitos199. 
Precísamente, dado que este trabajo se ha realizado con cultivos puros de astrocitos, 
un incremento de la concentración extracelular de lactato podría promover de nuevo su 
reentrada y favorecer su oxidación a piruvato y la posterior utilización de este en la 
mitocondria. En esta situación, debido al efecto Pasteur, se reduciría el consumo de glucosa. 
Pero, además, la competencia de la LDH y la GADPH por el NAD+ citosólico, podría llegar 
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a bloquear completamente la glucolisis. De hecho, muchos procesos celulares que ocurren en 
los astrocitos son dependientes de la relación NAD+/NADH (en equilibrio con la relación 
lactato/piruvato), y esta, a su vez, de la disponibilidad de sustratos energéticos159. Por ello, la 
expresión de la GADPH fue estudiada a las 24 horas de incubación. Nuestros resultados así 
lo sugieren, ya que el ligero aumento de la expresión de la GAPDH, observado en las células 
incubadas con 25 mM de glucosa, fue significativamente disminuido en las células tratadas 
con insulina (figura 34).  
Nuestros resultados en su conjunto podrían parcialmente explicarse de la siguiente 
manera: la insulina produjo la activación de todas las rutas metabólicas de la glucosa, 
incluyendo la glucolisis y la glucogenogénesis. Debido a la gran cantidad de glucosa 
presente, los almacenes de glucógeno se llenaron pronto. Dado que no existen neuronas 
capaces de retirar la gran cantidad de lactato producido, este podría entrar de nuevo en la 
célula y reconviertirse en piruvato, generando NADH citosólico que solo podría ser 
reoxidado a NAD+ después de transferir sus electrones a la cadena de transporte electrónico 
y, mediante la fosforilación oxidativa, se obtendría ATP. El piruvato se metabolizaría en la 
mitocondria, produciendo acetil-CoA y más NADH. El NADH daría lugar a más ATP. El 
acetil-CoA podría degradarse en el ciclo de Krebs y en consecuencia generar más ATP. El 
incremento de ATP terminaría por inhibir el ciclo de Krebs y entonces el exceso de acetil-
CoA, sustrato de la ACC (figura 35), sería desviado para la síntesis de lípidos. Para ello, se 
necesitaría NADPH. El exceso de G6P, como consecuencia de la mayor expresión de la GK 
(figura 33), se desviaría hacia la ruta de las pentosas, vía mayoritaria de la producción de 
NADPH. La velocidad de la glucolisis disminuiría, y con ello la cantidad de GADPH (figura 
34), hasta el nivel necesario para mantener la homeotasis energética. 
 
 
 
 
9. LA GLUCOSA, EL GLP-2 Y LA INSULINA ACTÚAN A TRAVÉS DE 
DIVERSAS VÍAS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES INTRACELULARES  
Nuestros resultados parecen indicar que la glucosa, en los astrocitos de rata en cultivo, 
además de ser un metabolito energético y precursor de diversos componentes celulares, 
podría ser un regulador fundamental de procesos tan importantes como la proliferación. Esto 
supondría que la glucosa sería capaz de estimular alguna de las cascadas de transducción de 
señales que activan el crecimiento celular. Este tipo de estudios se ha realizado 
principalmente en células cancerosas. Así, en células de cáncer de endometrio, la glucosa 
moduló diversas vías de señalización, incluyendo AMPK, mTOR/S6 y MAPK196; en ciertas 
líneas celulares de cáncer de páncreas humano, la proliferación dependiente de glucosa fue 
mediada por la inducción de la expresión de EGF y la transactivación de EGF-R182. 
En las células gliales, los estudios se han centrado fundamentalmente en determinar 
los efectos de la hipoxia y/o la falta de glucosa, en donde se ha descrito: la disminución de la 
expresión de EGF y la inactivación de la Akt, pero principalmente la activación de vías que 
inducen aumento de los niveles de especies reactivas de oxígeno, inhibición de la 
proliferación, apoptosis, etc179. Asimismo, el tratamiento con LPS+ IFN-γ produce en los 
astrocitos efectos similares a la privación de glucosa: aumento de los niveles de NO y 
peroxinitrito, pérdida de producción de ATP y finalmente, muerte celular. Efectos mediados 
por una sostenida activación de la ERK1/2223. Estos estudios están dirigidos a mejorar el 
grave pronóstico que presentan algunos episodios de isquemia e ictos cerebrales, cada vez 
más frecuentes en la población humana. En relación con los datos aportados en esta tesis, 
resulta especialmente interesante el hecho de que en las células BV-2 (microglía de ratón), el 
tratamiento previo con GLP-2 inhibió la fosforilación de la ERK1/2 y la señalización de las 
rutas inflamatorias inducidas por LPS224, lo que puede abrir nuevos caminos en la utilización 
terapeútica del GLP-2. En este sentido, pueden resultar de interés nuestros resultados (ver 
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figura del anexo) indicando que los astrocitos incubados en presencia de LPS, redujeron la 
densidad celular, que fue dosis-dependientemente revertida por la adición de GLP-2.    
No obstante, el efecto directo de la glucosa sobre las diferentes vías de señalización 
que inducen proliferación en los astrocitos en cultivo no ha sido suficientemente abordado. 
Además, teniendo en cuenta que la insulina y el GLP-2 produjeron respuestas biológicas 
diferentes (a veces opuestas) en nuestras células, dependiendo del contenido en glucosa del 
medio de estimulación, nos propusimos estudiar estudiar el efecto de la glucosa (en ausencia 
y presencia de insulina o GLP-2) sobre la expresión de determinados mediadores de la 
señalización celular de la insulina y el IGF-1, algunos de los cuales pertenecen a vías de 
señalización comunes, siendo también activados por otros muchos ligandos y, por tanto, 
dando lugar a respuestas biológicas similares128,192,198. 
9.1. Efecto de la glucosa, la insulina y el GLP-2 sobre la expresión de 
IR, IGF-1R e IRS-1. 
Se ha descrito con anterioridad que la proliferación de los astrocitos inducida por 
GLP-2 podía ser mediada por AMPc173 y por las MAP quinasas174. También se había 
demostrado que el GLP-2 aumentaba la expresión del ARNm del IGF-1R174. Puesto que no 
era conocido el efecto de la concentración de glucosa sobre la expresión de los receptores de 
insulina e IGF-1, ni sobre la expresión del IRS-1, en primer lugar, abordamos este estudio. 
Nuestros resultados muestran, por primera vez, que las expresiones de IR (figuras 40A y C) 
e IGF-1R (figuras 41A y C) en los astrocitos de rata en cultivo fueron muy sensibles a la 
concentración de glucosa en el medio, ya que presentaron diferencias incluso a los 5 minutos 
de incubación. En este corto plazo de tiempo, los incrementos de expresión de las proteínas 
probablemente fueran debidos a la estimulación de la traducción a partir de los ARNm 
previamente formados, mientras que a las 24 horas posiblemente también se indujera la 
 
 
expresión génica. Además, los efectos del GLP-2 sobre el IR parecen seguir un patrón de 
comportamiento similar al obtenido con la insulina independientemente del tiempo de 
incubación y de la concentración de glucosa (figuras 40B y D), mientras que este 
comportamiento fue bastante diferente en relación a la expresión del IGF-1R (figuras 41B y 
D). A diferencia de lo descrito en ciertas células intestinales, en donde el GLP-2 induce la 
expresión del IGF225, resulta especialmente interesante confirmar que, en los astrocitos, el 
GLP-2 induce la expresión del IFG-1R, aunque solo en presencia de elevadas 
concentraciones de glucosa (figuras 41B y D).  
Teniendo en cuenta los resultados precedentes, la proliferación celular (figura 1) y la 
expresión de los receptores de GLP-2 (figura 18), insulina (figura 40) e IGF-1 (figura 41) 
en los astrocitos parece ser dependiente de la concentración de glucosa y, en determinadas 
circunstancias, también de la presencia de GLP-2 o de insulina. Es conocido que la unión de 
la insulina a su receptor inicia una cascada de señales que pasa por la fosforilación en tirosina 
de ciertos sustratos, incluyendo el IRS-1128. Este sustrato también se inactiva por 
fosforilación, principalmente en residuos de serina/treonina226; por ello, se abordó la 
siguiente cuestión: ¿cuál es el efecto de los tratamientos descritos sobre la expresión de las 
formas activas e inativas de IRS-1? 
La glucosa modificó la expresión de la proteína total solo a elevadas concentraciones. 
Como sucediera con IR, a los 5 minutos de incubación, la expresión de IRS-1 disminuyó en 
las células incubadas con 15 y 25 mM de glucosa (figura 42A). Sin embargo, a diferencia de 
lo observado con IR, a tiempos más largos (figuras 43A y 44A), la expresión no disminuyó 
respecto a las células incubadas con las menores concentraciones de glucosa. Estos resultados 
parecían indicar que la proteína IRS-1 era bastante estable. Para hacernos una idea de su 
tiempo de recambio, la expresión de la proteína también se cuantificó en las células incubadas 
con cicloheximida. Sorprendentemente, la expresión se mantuvo constante, 
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independientemente de la concentración de glucosa (figura 45A), lo que sugería una baja 
tasa de degradación de IRS-1, probablemente debido a que esta proteína adaptadora cambia 
de localización celular dependiendo de su estado de fosforilación227. En general, las células 
tratadas con insulina presentaron mayores niveles de IRS-1 que los controles (figuras 42B, 
43B y 44B), lo que sugería la “síntesis de novo” de la proteína. Situación que fue confirmada 
por la casi desaparición de la misma en las células incubadas con cicloheximida (figura 45B). 
Por su parte, nuestros resultados parecen indicar que el GLP-2 tiene a largo plazo dos 
funciones bien diferenciadas sobre la expresión de IRS-1: primero, un ligero papel 
estimulador (figura 44B) y. segundo, un claro papel inhibidor de su degradación, puesto que 
en presencia de cicloheximida, el contenido celular de IRS-1 fue similar al de las células 
control (figura 45B).  
La expresión basal de la forma activa de IRS-1 (fosforilación en Tyr-612) a los 5 
minutos de incubación fue muy baja. En general, la expresión inducida por glucosa siguió la 
tendencia marcada por la expresión de IR e IGF-1R. Como cabría esperar, la expresión 
relativa de p-IRS-1Tyr-612 fue significativamente estimulada por insulina. Por el contrario, la 
expresión de esta forma activa fue inhibida por GLP-2 (figura 42D), lo que parecía indicar 
que el GLP-2 podría inducir la activación de alguna de las proteína tirosina fosfatasas que 
catalizan la desfosforilación del IRS-1228,229,230. No obstante, nuestros resultados demuestran 
claramente que pIRS-1Tyr-612 no media los efectos biológicos de este péptido en los astrocitos 
de rata en cultivo. 
También estudiamos la expresión en las Ser-636/639 de IRS-1, que da lugar a la 
inactivación de esta proteína adaptadora. Se ha descrito que mTOR y P70S6K fosforilan estos 
resíduos de IRS-1231. A los 5 minutos, su expresión disminuyó de manera dosis-dependiente 
con el aumento de la concentración de glucosa (figura 42E) lo que sugiere la inmediata 
activación de alguna proteína serina/treonina fosfatasa232. Como cabría esperar, a tan corto 
 
 
periodo de tiempo, la insulina no tuvo efecto (figura 42F). Tampoco se observó efecto por 
parte del GLP-2 (figura 42F), a pesar de que a través del receptor de este péptido se induce 
la activación de la PKA, que a su vez fosforila y activa la PP1233. A partir de los 10 minutos, 
se comenzó a observar la fosforilación en serina inducida por insulina y GLP-2, dependiente 
de la concentración de glucosa (figuras 43C y 44C).  
Nuestros resultados demuestran claramente que, a diferencia de la insulina, los efectos 
biológicos del GLP-2 no están mediados por la activación de IRS-1.  
9.2. Efecto de la glucosa, la insulina y el GLP-2 sobre la expresión de 
proteínas implicadas en la señalización PI3K/Akt 
Además de por la mediación de IR/IRS-1, el sistema de transducción de señales que 
induce la activación PI3K/Akt/mTOR/p70S6K también forma parte de la señalización de 
otros receptores, incluyendo el GLP-2R. Por ejemplo, en las líneas celulares intestinales 
IPEC-J2, para la formación y mantenimiento de las uniones estrechas234; en las células 
embrionarias de riñón humano HEK293, para aumentar la síntesis de proteínas67 o en el 
intestino de ratón, para incrementar el transporte de aminoácidos36. No obstante, se han 
descrito acciones del GLP-2 tan importantes como el incremento de la supervivencia de las 
células BHK transfectadas con el GLP-2R que son independientes de la señal mediada por 
PI3K/Akt84. Por ello, hemos estudiado el efecto del GLP-2 y de la insulina sobre la expresión 
relativa de las formas fosforiladas de los miembros más representativos de esta ruta de 
transducción de señales en los astrocitos, con el fin de encontrar nuevas situaciones que 
marquen diferencias entre ellas.  
 Puesto que la señalización de la insulina estaba plenamente activa a los 5 
minutos de incubación y mostró ser independiente de la concentración de glucosa (figura 
42D), la expresión de la p85-PI3K se estudió en presencia de la concentración de glucosa 
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más elevada (25 mM). Nuestros resultados indican que la expresión basal de la proteína total 
aumentó ligeramente con el tiempo de exposición (figura 46A) y en los primeros 5 minutos 
con el tratamiento de GLP-2 o insulina (figura 46B), lo que probablemente fuera debido a la 
traducción de los ARNm presentes en las células. Por otra parte, aunque la expresión de la 
proteína total y fosforilada inducida por ambos tratamientos tuvieron un comportamiento 
similar (figuras 46B y C), era evidente que la activación de la PI3K por GLP-2 no podía ser 
dependiente de IRS-1. Algunas cuestiones que no hemos tenido ocasión de responder por el 
momento son las siguientes: ¿la activación de PI3K inducida por GLP-2 en astrocitos 
depende solo de GLP-2R? ¿es mediada por la interacción entre la señalización de GLP-
2/GLP-2R y la de algún otro receptor? ¿es dependiente de Ras? Se ha descrito que la 
activación de PI3K/Akt inducida por GLP-2 es mediada por la señalización de IGF-1/IGF-
1R/IRS-2 o de ErbB en células gliales y neuronas entéricas82 y por EGFR, en ratones con 
alimentación parenteral total para mejorar la atrofia de la mucosa intestinal181.  
Con el fin de encontrar nuevas diferencias entre los efectos de la insulina y el GLP-
2, así como el papel de la glucosa, la expresión de Akt fue estudiada. Nuestros resultados 
muestran claramente que la glucosa incrementa la expresión de Akt a las 24 horas de 
incubación (figura 47A) y, además que, salvo a la más alta concentración de glucosa, tanto 
el GLP-2 como la insulina produjeron un incremento adicional de la expresión (figura 47B). 
En cuanto a la expresión de la forma fosforilada/activa, nuestros resultados muestran, una 
vez más, diferencias significativas entre los efectos de la insulina y el GLP-2. La insulina 
produjo un incremento significativo de la p-AktSer473, independientemente de la 
concentración de glucosa (figura 47C). Estos resultados difieren de los obtenidos en 
astrocitos humanos tratados durante 4 días con 1µM de insulina en donde no se observaron 
cambios en los niveles de Akt fosforilada en Ser473 227. Contrariamente a la insulina, el GLP-
2 inhibió la expresión de la p-AktSer473. Estos resultados difieren de los obtenidos in vivo de 
 
 
aquellos obtenidos en la mucosa intestinal de ratones y cerdos con alimentación parenteral 
total, tratados con GLP-285,181. 
La GSK3 es una proteína quinasa implicada en múltiples funciones celulares ya que 
tiene más de 100 proteínas diana235. Es sobradamente conocido que la activación por insulina 
de la vía PI3K/Akt estimula la fosforilación de GSK3α/β en Ser-21/Ser-9, producciendo su 
inactivación. Nuestros resultados indican que la glucosa produjo efectos opuestos sobre la 
expresión de las isoformas α y β de la GSK3 (figura 49A y C). No hay resultados con los 
que poder comparar, salvo indirectamente con los que describen que la desnutrición no 
modificó la cantidad de ambas isoformas en la corteza cerebral de ratas lactantes220. 
El valor conjunto de la expresión de la GSK3 fue usado como referencia para 
determinar la expresión de la de p-GSK3α/β(Ser21/Ser9), cuyos valores no pudieron 
calcularse por separado. En general, se podría considerar que la fosforilación inmediata y 
tardía disminuye con el incremento de la concentración de glucosa (figuras 50A y C). Estos 
resultados podrían ser comparables con los que muestran que la desnutrición incrementaba 
la fosforilación de GSK3 en la corteza cerebral de ratas lactantes220. 
 A las 24 horas, los efectos de la insulina y el GLP-2 sobre la fosforilación de la GSK3, 
fueron prácticamente superponibles y más elevados en presencia de altas concentraciones de 
glucosa (figura 50D). Sin embargo, a los 5 minutos, la insulina estimuló y el GLP-2 inhibió 
la fosforilación de la GSK3 de manera dependiente de la concentración de glucosa (figura 
50B). Este efecto regulador del GLP-2 sobre la fosforilación de la GSK3 en astrocitos está 
de acuerdo con lo descrito en diversos modelos animales22,85,181. Por otra parte, también se 
ha descrito que el GLP-2 puede inducir la fosforilación de GSK3 de manera independiente 
de PI3K, pero dependiente de PKA84.  
 La mTOR (diana de rapamicina en mamífero) es una serina/treonina proteína 
quinasa implicada en múltiples procesos celulares, incluyendo proliferación y supervivencia, 
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pero también en la patogénesis de la neuroinflamación236 y en los efectos beneficiosos del 
ejercicio sobre la función cognitiva y la salud mental237. Comprende dos complejos: 
mTORC1 y mTORC2. mTOR es la subunidad catalítica de mTORC1238. Ambos complejos 
responden a señales hormonales y factores de crecimiento, pero solo mTORC1 incrementa 
su actividad en respuesta a la abundancia de nutrientes239, tales como glucosa y 
aminoácidos238. Varias proteínas quinasas actúan sobre mTOR, fosforilando diversos 
residuos y regulando su actividad. Akt y p70S6K fosforilan la Ser-2448 de mTOR 
incrementando su actividad quinasa240. La mTOR fosforila la Thr-389 de la p70S6K237,241 y 
esta, a su vez, fosforila la proteína ribosomal S6. 
 Nuestros resultados muestran que la expresión de mTOR se incrementó de 
manera inmediata y dosis-dependiente de glucosa (figura 51A) y, además, en presencia de 
la mayor concentración de glucosa ensayada, que el efecto estimulador aumentó con el 
tiempo de incubación (figura 52A). Por el contrario, a tiempos largos, la glucosa produjo el 
efecto contrario (figura 53A). La insulina y algo menos el GLP-2 también modificaron la 
expresión de mTOR total a tiempos cortos (figura 51B), pero no a tiempos largos (figura 
53B). La fosforilación en la Ser-2448 a todos los tiempos fue regulada tanto por insulina 
como por GLP-2 de forma dependiente de la concentración de glucosa (figuras 51C, 52C y 
53C). No tenemos una explicación para ello, salvo que en los astrocitos el papel 
estimulador/inhibidor de las demás fosforilaciones de mTOR sea fundamental240.  
Por otra parte, a diferencia de lo mostrado para mTOR, a las 24 horas, tanto la insulina 
como el GLP-2 inhibieron la expresión de la P70S6K (figura 54B) y ambos ligandos 
esimularon de forma significativa la fosforilación y por tanto la activación de esta quinasa 
(figura 54C). Este resultado nos sugiere que, a las 24 horas, al menos una forma activa de 
mTOR debe estar presente en todas las condiciones experimentales estudiadas, lo que indica 
una diferente vía de activación del complejo mTORC2241 y que no sea esta quinasa, sino 
 
 
p70S6K, la principal responsable de la inactivación del IRS-1 en los astrocitos en las 
condiciones experimentales estudiadas (figura 44).  
A las 24 horas, el contenido total de S6 disminuyó de forma significativa con el 
aumento de la glucosa (figura 55A) y fue regulada por insulina y por GLP-2 de forma 
dependiente de la concentración de glucosa (figura 55B). No obstante, a pesar de que la 
insulina y el GLP-2 mantuvieron activa la P70S6K, solo el GLP-2 modificó la forma 
fosforilada de la S6 (figura 55C).  
No hemos encontrado en la literatura científica datos con los que podamos comparar 
nuestros resultados. 
9.3. Efecto de la glucosa, la insulina y el GLP-2 sobre la expresión de 
proteínas situadas corriente debajo de la activación de PI3K/Ras. 
Las ERK1/2 (quinasas reguladoras de señales extracelulares) son componentes de la 
ruta Ras-Raf-MEK-ERK de transducción de señales implicados en diversos procesos 
celulares, incluyendo la regulación de la proliferación y la diferenciación de los astrocitos242. 
Por ello, hemos estudiado el efecto de la glucosa, la insulina y el GLP-2 sobre la activación 
de la ERK en los astrocitos de rata en cultivo. Nuestros resultados indican que el contenido 
total de ERK1/2 diminuyó a las dosis más altas de glucosa (figura 56A) y fue regulado por 
insulina y GLP-2 de manera dependiente de la concentración de glucosa (figura 56B). Tanto 
la insulina como el GLP-2 estimularon significativamente la expresión de la forma 
fosforilada, independientemente de concentraciones de glucosa (figura 56C). Estos 
resultados están de acuerdo con los previamente descritos por nuestro grupo mostrando que 
la insulina y el GLP-2 inducían la rápida fosforilación de la ERK en los astrocitos en 
presencia de suero desnaturalizado y presentando, además, un efecto sinérgico174 y podrían 
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diferir de otros que indican que la desnutrición reduce la foforilación de la ERK en corteza 
de ratas lactantes220.  
En resumen, dado que la insulina estimuló la inmediata (5 min) fosforilación en 
tirosina (no en serina) de IRS-1 (figura 42), mientras que el GLP-2 la disminuyó, parecía 
evidente que el efecto del GLP-2 sobre la activación de la ERK no estaba mediado por el 
IRS-1. Estos resultados sugieren que el GLP-2/GLP-2R activa una vía de señalización 
alternativa a la de la insulina que también induce la estimulación de la fosforilación de ERK 
y así explicaría los efectos sinérgicos de ambos péptidos descritos con anterioridad. 
Efectivamente, el GLP-2R es capaz de acoplarse a diferentes heterotrímeros de 
proteínas G, activar diversas vías de señalización y dar lugar a acciones biológicas muy 
diferentes dependiendo del tipo celular. Por el contrario, el GLP-2 también puede inducir un 
mismo efecto biológico, por ejemplo, la proliferación celular y la activación de ERK, 
mediante rutas de transducción de señales diferentes, dependiendo del tipo celular. Así, en 
las células Caco2 hipóxicas, transfectadas con el GLP-2R, el GLP-2 produjo estos efectos 
mediante la activación de la vía de la PI3K243. Por el contrario, en las células HeLa, el GLP-
2R está acoplado a las proteínas Gi/Go, dependiente de las subunidades βγ, y la activación 
de ERK1/2 se produce a través de la señalización mediada por Ras244. Asimismo, se ha 
descrito que el GLP-2 puede inducir la activación de las ERKs por mecanismos tanto 
dependientes como independientes de PKA22. Por ejemplo, en las células epiteliales del 
intestino de cerdos recien nacidos, el GLP-2 indujo la fosforilación de ERK1/2 a través de 
vías que incluyen la activación de PKA y Akt85, mientras que en cultivos primarios derivados 
del plexo submucoso del colon de rata y de ratón, el GLP-2 estimuló la expresión de las 
formas activas de ERK1/2 sin afectar a la producción intracelular de AMPc82. 
 
 
 
 
 
10. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LAS SUBUNIDADES 
α1, β1 Y α2 DE LA GUANILATO CICLASA SOLUBLE  
El efecto de diversos estímulos, y en consecuencia de diferentes vías de transducción 
de señales, sobre la regulación de la expresión génica de las tres subunidades que componen 
el heterodímero activo (α1β1 y α2β1) de la guanilato ciclasa soluble, el receptor celular de 
NO, ha sido estudiado in vivo y también en cultivos celulares procedentes de diferentes 
tejidos.  
En general, la mayoría de lo estímulos estudiados disminuyen la expresión de, al 
menos, una de las subunidades, lo que puede ser origen de diversas enfermedades, incluyendo 
hipertensión, inflamación, aterosclerosis y trastornos neurodegenerativos245. Los efectos 
pueden ocurrir de manera muy rápida (1-3 horas), como la disminución de los ARNm de las 
subunidades α1 y β1 en el útero de ratas tratadas con estradiol246 o tener lugar tras periodos 
largos (48 horas) de incubación, como la disminución de la expresión del ARNm de la 
subunidad α2 en células β-pancreáticas, tratadas con melatonina247. 
 Está suficientemente establecido que la via de señalización NO-GMPc-PKG 
está implicada en la regulación de la plasticidad y la transmisión sináptica y en el desarrollo 
del cerebro248. No obstante, el estudio de los mecanismos implicados en la regulación de esta 
vía de señalización en el cerebro presenta cierta dificultad, pues mientras unos autores116 
consideran que el cerebro es el único órgano en donde los heterodímeros α1β1 y α2β1 se 
expresan en la misma proporción, otros249 consideran que existen importantes diferencias en 
la expresión y distribución de las subunidades de la GCs en este órgano y también notables 
diferencias regionales en la composición de la forma activa de la GCs. Además, en cultivos 
primarios procedentes de células granulares de cerebelo de rata, se ha mostrado que el nivel 
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de expresión de una subunidad en particular varía dependiendo del estado de desarrollo 
celular, determinado por el tiempo del cultivo. Asimismo, mientras que el ARNm de la 
subunidad β1 aumentó con el grado de diferenciación celular inducido por el tratamiento con 
N-metil-D-aspartato (NMDA), el contenido del ARNm de la subunidad α2 desplazó al de la 
α1 en las células maduras. Es decir, se produjo la transición de α1β1 a α2β1250. 
La señalización mediada por el GMPc parece tener gran importancia en la función de 
la glía en el cerebro sano y enfermo248. Sin embargo, esta vía de señalización ha sido 
relativamente poco estudiada en los astrocitos de corteza en cultivo. Asimismo, ha sido 
ampliamente documentado que las vías de señalización mediados por el AMP cíclico y el 
GMP cíclico producen, en general, efectos biológicos contrapuestos, incluyendo la 
proliferación celular. Por ello, se ha estudiado el efecto de diversos agentes, que pueden 
afectar la proliferación de los astrocitos a través de diversas vías de transducción de señales, 
sobre la expresión génica de las subunidades que conforman el heterodímero activo de la 
GCs.  
10.1. La glucosa, el GLP-2 y la insulina (en ausencia y presencia de 
GLP-2) modifican la expresión de las subunidades α1, β1 y α2 de la guanilato 
ciclasa soluble en los astrocitos de rata en cultivo 
Como hemos señalado en este trabajo, la glucosa parece tener influencia sobre los 
mecanismos de señalización que median los efectos biológicos del GLP-2 y de la insulina. 
Dado que no existe información acerca de la relación entre la glucosa y la señalización de 
NO/GCs/GMPc, nos pareció de gran interés estudiar la influencia de la glucosa sobre la 
expresión de las subunidades α1, β1 y α2 de la GCs. 
Nuestros resultados muestran por primera vez que, a las 24 horas de incubación, el 
contenido total a nivel de proteína de las tres subunidades fue incrementado por la glucosa 
 
 
de manera dosis-dependiente (figuras 57A, C y E). Un aspecto importante que cabe destacar 
de este resultado es el siguiente: comparados los valores obtenidos en presencia de la mayor 
y menor concentración de glucosa ensayadas, las subunidades α1 y α2 incrementaron su 
contenido en igual proporción (6,65 veces, aproximadamente), más del doble de lo que lo 
hiciera la subunidad β1. 
En estas condiciones, también se estudiaron los efectos del GLP-2, de la insulina y 
del GLP-2+insulina (figuras 57B, D y F). En general, el efecto relativo del GLP-2, 
comparado con el de los controles, sobre cada una de las subunidades de la GCs fue 
decreciendo con el aumento de la concentración de glucosa. No existen resultados con los 
que podamos comparar. No obstante, resultados previos de nuestro grupo176, realizados en 
presencia de 17,5 mM de glucosa, mostraron que, en la fracción celular total, a las 24 horas 
de incubación, el tratamiento de los astrocitos con GLP-2 produjo una disminución de las 
expresiones de las subunidades α1 y β1, que fue concordante con la disminución de la 
producción de GMPc. 
En las células tratadas con insulina, la expresión de la α1 fue siempre superior a la de 
los controles. Salvo en presencia de la concentración de glucosa más elevada, a la que la 
insulina disminuyó los contenidos de β1 y α2, a las demás concentraciones de glucosa, la 
cantidad de β1 aumento y la de α2 no varió respecto a sus controles (figuras 57B, D y F). 
Aun teniendo en cuenta las diferentes condiciones experimentales, estos resultados podrían 
ser comparables con aquellos previos176, como también podrían serlo aquellos en los que se 
añadió conjuntamente GLP-2+insulina, cuyo efecto fue inferior al obtenido con la insulina 
sola.  
 De nuevo resulta importante destacar que en los astrocitos de corteza de rata en 
cultivo, bajo ninguna de las condiciones estudiadas, el contenido total de las diferentes 
subunidades no se corresponde con la relación equimolecular de los dos heterodímeros 
Discusión 
169 
 
activos de la GCs, lo que estaría de acuerdo con los resultados que sugieren que, además de 
ser componentes del receptor sensible a NO, que produce GMPc, las subunidades α1, α2 y 
β1 también pueden desempeñar otras importantes funciones 
celulares117,118,119,120,121,122,123,124,152. 
10.2. El GLP-2 y la insulina (en ausencia y presencia de GLP-2) modifican la 
expresión génica de las subunidades α1, β1 y α2 de la guanilato ciclasa soluble en 
los astrocitos de rata en cultivo 
Para estudiar con mayor profundidad la influencia del GLP-2 y de la insulina sobre la 
expresión y la localización de las subunidades de la GCs, los siguientes experimentos se 
realizaron en presencia de 5,5 mM de glucosa, concentración preferentemente utilizada en 
los escasos estudios in vitro relacionados con este tema. 
Como se observa en la figura 58, la expresión del ARNm-α1 en las células incubadas 
con GLP-2 solo fue superior a la de los controles a las 16 horas de incubación. Este nuevo 
ARNm puede ser responsable del gran aumento de proteína α1 que se observa a las 24h en 
la fracción total (figura 59A). Sin embargo, a diferencia de lo que sucedió tras 1 hora de 
incubación, a las 24 horas, la mayor parte de esta subunidad no se encuentró en la fracción 
citosólica (figura 59B). El GLP-2 inhibió la expresión del ARNm-β1 casi durante todo el 
periodo (figura 60). Sin embargo, la cantidad de proteína determinada en la fracción total 
solo aumentó en los primeros tiempos de incubación (figura 61A), aunque a los dos tiempos 
estudiados se encuentró mayoritariamente en el citosol y muy especialmente a las 24 horas 
(figura 61B). No tenemos una explicación para el incremento de la cantidad de proteína que 
encontramos en las células incubadas con GLP-2 a los tiempos más cortos cuando la 
transcripción está disminuida, salvo que el péptido tuviera algún efecto sobre la regulación 
de la estabilidad del ARNm-β1 y por tanto sobre su tasa de traducción251,252,253. 
 
 
Estos resultados sugieren que el GLP-2 solo podría estimular la formación del 
herodímero activo α1β1 en la fracción citosólica a los 60 minutos de incubación. El exceso 
de β1 con respecto a la α1 en el citosol a las 24 h, podría estar relacionada con otras funciones 
de esta subunidad y que requieren su interacción con otras proteínas125. El GLP-2 también 
demostró tener un efecto regulador sobre la expresión del ARNm/α2 (figura 62). Puesto que 
no tenemos resultados de la expresión de α2 a nivel de proteína, desconocemos si en algún 
momento habría niveles elevados del herodímero α2β1. 
Como se observa en la figura 58, la insulina produjo un marcado incremento de la 
expresión del ARNm/α1, suficiente como mantener elevados el contenido total de proteína 
durante todo el periodo experimental (figura 59C), aunque solo a las 24 horas esta subunidad 
fue mayoritariamente localizada en el citosol (figura 59D). La insulina también incrementó 
durante todo el tiempo la expresión del ARNm/β1 (figura 60) y, salvo a las 16 horas, el 
contenido total de proteína (figura 61C). Puesto que la cantidad de proteína no aumentó en 
la fracción citosólica (figura 61D), podría indicar que, en estas condiciones, la insulina no 
promueve la formación del herodímero activo α1β1. Curiosamente, el patrón de expresión 
ARNm/α2 (figura 62) fue muy similar al descrito para el ARNm/α1, pero desconocemos si 
se forma el heterodímero α2β1.  
Por el momento, el efecto directo de la insulina sobre la producción de GMPc o la 
regulación de las subunidades de la GCs ha sido escasamente estudiado, por lo que no hay 
datos en astrocitos, ni tampoco en cerebro, con los que poder comparar nuestros resultados. 
En general, los estudios del efecto de la insulina sobre la señalización del GMPc solo han 
fijado su atención en la regulación de la expresión de las diferentes óxido nítrico sintasas 
(NOS). En relación a la regulación de las NOS, el efecto del GLP-2 ha sido recientemente 
estudiado. Asi, el GLP-2 redujo la actividad iNOS en el duodeno y en el íleon de cerdos 
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hembras de 21 días188, e incrementó la expresión de nNOS en el fondo de las criptas del 
intestino de ratón254. 
Un aspecto importante que merece ser destacado de nuestros resultados es que el 
GLP-2 revirtió los efectos de la insulina sobre la expresión de los ARNm de las tres 
subunidades de la GCs, siendo especialmente significativo a los tiempos más largos (figura 
58, 60 y 62). Este efecto podría estar parcialmente relacionado con la expresión de proteínas 
implicadas en la regulación la estabilidad de los mensajeros251,252,253. 
Asimismo, en general el GLP-2 también revirtió el efecto de la insulina sobre la 
cantidad de proteína en las fracciones total y citosólica, salvo para la subunidad α1 a 1 hora 
de incubación (figuras 59 y 61).  
A la vista de estos resultados, sería de sumo interés conocer el mecanismo molecular 
inducido por GLP-2 capaz de revertir los efectos estimuladores de la insulina sobre la 
señalización de NO/GCs/GMPc 
Otro objetivo importante para el futuro será estudiar si existe correlación entre los 
resultados aquí expuestos y la producción intracelular de GMPc o, incluso, de nucleótidos 
cíclicos de pirimidina, pues recientemente se ha descrito que el NO también induce la 
producción de CMPc y UMPc tanto por la α1β1 purificada, como en las células HEK293 y 
RFL-6224. 
10.3. El EGF (en ausencia y presencia de GLP-2) modifica la expresión 
de las subunidades α1, β1 y α2 de la guanilato ciclasa soluble en los astrocitos de 
rata en cultivo 
Salvo los resultados previos de nuestro grupo176, mostrando que el tratamiento con EGF 
de los astrocitos (con alta concentración de glucosa), produjo la disminución de los niveles 
intracelulares de GMPc y de la expresión de las subunidades α1 y β1 de la GCS en la fracción 
 
 
citosólica, no existen estudios que relacionen directamente el tratamiento con EGF y la 
regulación de la expresión de las subunidades de la GCs. Al igual que comentamos para la 
insulina, los estudios con EGF están más orientados a la regulación de la expresión de las NOS. 
No obstante, en este trabajo nos propusimos estudiar el efecto del EGF sobre la expresión los 
ARNm de las subunidades α1, β1 y α2 y de las proteínas α1, β1 en la fracción citosólica de los 
astrocitos mantenidos en un medio conteniendo 5,5 mM de glucosa (figura 63). 
Nuestros resultados indican que el EGF regula la expresión de los ARNm de las tres 
subunidades de GCs y de las subunidades α1 y β1 en la fracción citosólica, de manera 
dependiente del tiempo. En general, los efectos del EGF fueron modificados por el GLP-2 
muestran una estrecha relación entre la expresión temporal del ARNm y la proteína de 
la subunidad α1 inducida por EGF y por EGF+GLP-2. Después de 1 y 4 horas de incubación, el 
EGF disminuyó el contenido de los dos parámetros valorados, mientras que a las 16 y 24 horas, 
ambos fueron aumentados y en todos los casos, la incubación con EGF+GLP-2 redujo los 
efectos del EGF. Tampoco tenemos una explicación consistente para estos cambios, aunque 
quizás estén relacionados con las funciones independientes de la producción de GMPc descritas 
para las subunidades de la GCs117,118,119,120,121,122,123,124,125. 
10.4. La forscolina (en ausencia y presencia de GLP-2) modifica la 
expresión de las subunidades α1, β1 y α2 de la guanilato ciclasa soluble en los astrocitos 
de rata en cultivo 
Nuestro grupo173 había descrito que, en los astrocitos en cultivo, el GLP-2 incrementaba 
la producción de AMPc. Por ello, nos interesó determinar si la forscolina, un potente inductor 
de la liberación de AMPc, tenía efecto sobre la expresión de los ARNm de las subunidades α1, 
α2 y β1 de la GCs en estas células. 
Discusión 
173 
 
Nuestros resultados indican que la forscolina regula la expresión de los ARNm de las 
tres subunidades. En general, produce una estimulación a los tiempos más cortos, mientras que 
a tiempos largos produce una casi completa inhibición (figuras 64A, B y C). En presencia de 
GLP-2, el patrón de expresión fue casi superponible al observado con la forscolina (excepto 
sobre la β1 a las 4 horas).  
Estos resultados concuerdan otros que indican que el tratamiento con forscolina 
durante 24 horas produjo una disminución de la expresión del ARNm/β1 en las células RFL-
6225, de la expresión de los ARNm de las subunidades α1 y β1 en las células musculares lisas 
de aorta de rata245,251,257 y la expresión del ARNm/α1 en las células PC-12255. 
En conclusión, los resultados expuestos parecen sugerir que el GLP-2 afecta a la 
expresión génica de las subunidades de la GCs mediante diversos mecanismos, a su vez 
dependientes de la concentración de glucosa, del tiempo de estimulación y de la presencia o no 
de otros ligandos en el medio de estimulación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
CONCLUSIONES 
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 El efecto mitogénico realizado por GLP-2 sobre los astrocitos tiene lugar a través 
de su propio receptor y es dependiente de la concentración de glucosa. 
 La glucosa promueve la proliferación de los astrocitos y regula la expresión del 
GLP-2R. 
 La glucosa regula la expresión de sensores metabólicos (AMPK), de factores 
(SREBP-1c) y coactivadores (PCG1α) de la transcripción.  
 Los astrocitos de la corteza cerebral de rata expresan el sistema sensor de glucosa 
GLUT-2/GK y en su regulación intervienen la glucosa, el GLP-2 y la insulina. 
 La glucosa regula la expresión/actividad de varias proteínas implicadas en la 
transducción de señales generadas por insulina y otros ligandos (IRS-1, PI3K, Akt, 
GSK3, mTOR, p70S6K, ERK1/2), así como la expresión de las proteínas que 
conforman la GCs. 
 En términos generales, la expresión/activación de las proteínas que intervienen en 
las señales generadas por el GLP-2 y por la insulina en los astrocitos son 
dependientes de la concentración de glucosa.  
 Los efectos biológicos del GLP-2 no están mediados por la activación del IRS-1, 
aunque comparten algunos componentes de la señal de la insulina.  
 La insulina y el GLP-2 regulan la expresión de las subunidades componentes de la 
GCs siendo más marcado el efecto producido por la insulina. Ambos péptidos 
regulan además su localización celular. La presencia del GLP-2 bloqueó el potente 
efecto producido por la insulina sobre los componentes de la GCs. 
 
Dado que la glucosa ha mostrado tener un efecto tan significativo sobre la 
expresión/actividad de mediadores envueltos en procesos tan importantes como la 
proliferación o el metabolismo celular de los astrocitos, un estudio más profundo de los 
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mecanismos moleculares subyacentes podría aportar nuevas luces sobre el conocimiento de 
los factores implicados en enfermedades tan extendidas como la diabetes, la 
neurodegeneración o, incluso, el cáncer.  
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